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Chlorophyll fluoreszenz 
und Kohlensiiureassimilation. VIII*. 
Von 
Hans Kautsky und Richard Eberlein. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 22. Juni 1939.) 


Mit 17 Abbildungen im Text. 


Apparatur zur photographischen Registrierung 

von zeitlichen Fluoreszenzintensitatsinderungen. 
In dieser Zeitschrift (290, 248, 1937) ist eine Apparatur zur photo- 
graphischen Selbstaufzeichnung von Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven 
griiner Pflanzen beschrieben. Im Verlauf weiterer Messungen hat sich 
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Abb. 1. Apparatur. 


herausgestellt, da diese Apparatur nicht imstande war, raschen 
Fluoreszenziinderungen geringer Intensitaéten tragheitslos zu folgen. 


* D6. 


Biochemische Zeitschrift Band 302. 
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Deshalb wurde sie einer kritischen Priifung unterzogen und dann new 
so konstruiert, daB sie die Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven wahrheits. 
getreu aufzeichnet. 

Das Prinzip der Apparatur ist folgendes: Eine abgemessene Flache 
eines Blattes oder einer blattartigen Alge wird durch einen Lichtstrah| 
konstanter Intensitaét (Beleuchtungssystem A, Abb. 1) zur Fluoreszenz 
erregt. Der fluoreszierende Pflanzenteil befindet sich eingeschlossen 
in einer Kiivette unter streng definierten AuBenbedingungen (Tem- 
peratur, Gaszusammensetzung, Feuchtigkeit usw.), die durch besondere 
Apparaturvorrichtungen eingestellt werden. (Versuchskiivette und 
dazu gehérige Apparaturen B.) — Die zeitlichen Anderungen der 
Fluoreszenzintensitaten werden mit Hilfe einer Photozelle, eines Ein- 
fadenelektrometers und einer photographischen Registriervorrichtung 
direkt als Kurven auf eine photographische Platte aufgezeichnet (Photo- 
zelle, Einfadenelektrometer und Registriervorrichtung C). 


Wir geben jetzt eine eingehendere Beschreibung der gesamten 


Apparatur. 

Das Beleuchtungssystem A. Die Quecksilberlampe (1) (Heraeus) ist in 
einen lichtdichten, kippbaren Metallkasten eingebaut. Ein Féhn (3) prefit 
warme Luft durch den Kasten. Die lastigen Abgase werden durch ein 
Filter mit Aktivkohle (4) abgeleitet. Das aus der Stirnseite der Lampe 
austretende Lichtbiindel geht durch eine Kondensorlinse (5) (Busch und 
Rathenow, © 77mm, f = 45,9mm), eine photographische Blende (6) 
(@ 24mm), weiter durch eine offene Blende (7a) in einen Kasten, in welchem 
sich eine Filterkombination befindet. Das erste Filter (8) ist ein Ultraviolett- 
filter ('/, %ige Chininsulfatlésung in 1n HCl; Schichtdicke 42mm). Das 
zweite Filter (9) absorbiert weitgehend das rote und gelbe Licht (gesattigte 
CuSO,-Lésung, Schichtdicke 80 mm). Das dritte Filter ist ein Blauglas (10) 
(Schott u. Gen., B. G. 23, Dicke 2mm, @ 42 mm). Das nunmehr griin-blaue 
Licht verlaBt durch die Blende (7b) den Filterkasten, geht weiter durch die 
Blende (7c) und tritt durch die mit der Blende (7d) versehene Bikonvex- 
linse (11) (@ 110mm, f = 170mm) aus dem Beleuchtungssystem aus. 
Das gesamte Beleuchtungssystem befindet sich in einem lichtdichten 
Kasten (12). Es liefert mit konstanter Intensitat die kiirzerwelligen Linien 
des Quecksilberspektrums im sichtbaren Gebiet. Das Rot wird deshalb 
vollkommen entfernt, weil das fluoreszenzerregende Licht keine gemein- 
samen Wellenlingen mit der erregten roten Fluoreszenz des Blattchloro- 
phylls haben darf. Die Belichtung des Blattes ist weitgehend homogen. 
Der auftreffende Energiestrom entspricht dem von 32 Hefnerkerzen (ge- 
messen mit einer Thermosaule). 

Die Versuchskiivette mit den dazugehérigen Apparaturvorrichtungen B. 
Das VersuchsgefaB8, in welchem das Blatt oder die blattformige Alge unter 
bestimmten Bedingungen belichtet wird, ist eine klare Quarzkiivette (13) 
(Deutsche Quarzschmelze Gleichmann u. Co., Ammendorf i. Saalkreis; 
63 x 63 <x 180mm), in die auf der Vorder- und Riickseite optisch einwand- 
freie Quarzfenster eingeschmolzen sind, durch die das ein- und austretende 
Licht hindurchgeht. Diese Quarzfenster sind, um ein Beschlagen bei tiefen 
Betriebstemperaturen zu vermeiden, auBen mit einem klaren Gelatinefilm 
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iiberzogen. Oben tragt die Kiivette einen 10 mm breiten und 5 mm dicken 
Flansch, auf dem die 10 mm dicke VerschluBplatte aus Glas gasdicht aut- 
geschliffen ist. Diese VerschluBplatte ist mehrfach durchbohrt. In diese 
Bohrungen sind die Vorrichtungen zur Festlegung des Blattes, zur Tem- 
peratureinstellung und Messung und die Gaszu- und -ableitung gasdicht 
eingekittet. Das Blatt wird zwischen zwei aufeinanderpassende Ringe 
gelegt, die an je zwei elastischen Tragern von dem Deckel her festgehalten 
sind, und durch Aufeinanderpressen der Ringe mittels der an den Tragern 
verschiebbaren Klammern eingespannt. Die ganze Vorrichtung besteht 
aus V 2 A-Stahl. Der lichte Durchmesser der Ringe (30 mm) ist gleichzeitig 
der Durchmesser der zur Fluoreszenz erregten Blattflaiche. Um diese Blatt- 
flache in einem bei allen Versuchen konstanten Abstand vom riickwartigen 
Quarzfenster (Lichtaustritt) zu halten, tragt der diesem Fenster zugekehrte 
Ring drei an das Fenster anstoBende 2mm lange Spitzen. Je nach dem 
Versuchsobjekt (Landpflanze oder Meeresalge) ist die Kiivette leer oder mit 
Meerwasser gefiillt. Die Temperatur in der Kiivette wird mit einem in den 
Deckel eingekitteten Thermometer (14) gemessen. Zur Temperaturein- 
stellung befindet sich in der Kiivette eine sehr windungsreiche Kiihlschlange 
aus Glas (15), deren Zu- und Abfiihrung in dem VerschluBdeckel eingekittet 
ist. Sie wird je nach der einzustellenden Temperatur von einer tief gekiithlten 
oder einer erwarmten Fliissigkeit durechflossen. Durch zwei l6sbare Schlauch- 
verbindungen (22) ist die Kiihlschlange mit dem Zu- und Riicklaut der 
warmespendenden oder warmeentziehenden Fliissigkeit verbunden. Diese 
Fliissigkeit (30% iger Methylalkohol) wird aus dem VorratsgefaB (27) im 
Thermostaten (23) mit Hilfe einer Umlaufpumpe (28) durch Hahn (29), 
die Kiihlschlange in der Kiivette, den Dreiweghahn (30) und die Metall- 
schlange (24) im Kreislauf getrieben. Zur Erzielung tiefer Temperaturen 
wird der Thermostat mit Eis-Kochsalz oder Eis gefiillt; fiir Versuche bei 
héheren Temperaturen wird mit Hilfe des Thermoreglers (26) eine geeignete 
konstante Temperatur eingestellt. Eine Temperatur von 0° in der Kiivette 
kann beispielsweise in 15 Minuten erreicht und waihrend mehrerer Stunden 
auf + 0,2° konstant gehalten werden; wahrend der Dauer einer Messung 
ist die Konstanz noch wesentlich besser. — Sollen in einer Mebreihe rasch 
aufeinanderfolgend Temperaturerniedrigungen und Erhéhungen noétig sein, 
so kann man zur Temperaturherabsetzung unter Ausschaltung der im 
Thermostaten befindlichen Kiihlschlange in das Vorratsgefa®B (27)direkt 
feste Kohlensdure eintragen [alle Hahne auBer (29) und (31) geschlossen]}; 
zur raschen Temperaturerhéhung schickt man direkt heiBes Wasser von (36) 
aus durch die Kiihlschlange [(29), (30), (31)] geschlossen, (33), (84) geéffnet. 
Der Kaltekreislauf wird dabei, um ihn nachfolgend wieder rasch einschalten 
zu kénnen, nicht abgestellt, sondern iiber Hahn (30) und die Metallspirale (24) 
kurz geschlossen. 


Fir die Versuche werden strémende Gasgemische bestimmter kon- 
stanter Zusammensetzung hergestellt. Die Stromungsgeschwindigkeit 
betragt in allen Versuchen 10 Liter pro Stunde. Sie wird standig durch ein 
Rotameter kontrolliert (Deutsche Rotawerke, Aachen). Die Strémungs- 
geschwindigkeiten der einzelnen in dem MischgefaB (37) sich vereinigenden 
Anteile des Gasgemisches werden je nach ihren Mengen durch Blasenzahler 
oder Str6mungsmesser gemessen. Das Gasgemisch nimmt vom MischgefaB 
aus seinen Weg durch einen Trockenturm (38), das Rotameter (39), die 
Hahne (40) und (40a) und tritt durch das Einleitungsrohr (16) in die Kiivette 
ein. In den Kiivettendeckel ist ein Schliffkonus eingekittet; die dazu- 
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gehorige Schliffhiilse tragt eingeschmolzen das Einleitungsrohr und an. 
geschmolzen das Gasableitungsrohr, so wie wir es bei dem Kopf der 
wohnlichen Gaswaschflaschen sehen. An das Gasableitungsrohr schlieRen 
sich gegebenentalls Gaspriifgerate an. Bei Versuchen mit Meeresalgen wird 
das in der Kiivette befindliche Meerwasser durch den Gasstrom standig 
gerihrt. 


Das Versuchsobjekt mu vor dem Versuch gegen Belichtung voll- 
kommen geschiitzt sein; deshalb wurde der Kiivettendeckel schwarz lackiert 
und die ganze Kiivette in einem Blechkasten (19) versenkt, der nur fiir das 
ein- und austretende Licht zwei kreisrunde Offnungen (40 mm @) besitzt. 
Die vordere Offnung ist durch eine mit der Hand zu bedienende Blende (20) 
verschlieBbar. Der Zwischenraum zwischen Kiivette und Blechkasten wird 
durch einen ziehharmonikaartigen, schwarzen Stoffiiberwurf abgedichtet. 
Der Kiivettenkasten sitzt auf einer Plattform (21), die wie alle Teile 
der Beleuchtungsapparatur auf 
einer optischen Bank montiert 
ist. (22) ist eine einfache Vor 
richtung, um _  allenfalls ab- 
tropfendes Wasser aufzufangen. 

Die MeBvorrichtung C. Sie 
besteht aus einer Photozelle (45), 
einem Einfadenelektromete: 
(47) und der photographischen 
Registriervorrichtung (56). Das 
aus demriickwartigen Kiivetten- 
fenster austretende Licht, wel- 
ches sich aus dem Fluoreszenz- 
licht des Blattes und dem vom 
Blatte nicht absorbierten, er- 
regenden eingestrahlten Licht 
zusammensetzt, wird beim 
Durchgang durch eine Filter- 
kombination (42) und (43) voll- 
standig vom erregenden Licht 
befreit, so daB ausschlieBlich 
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iH Photozelle (45) fallt. Die Filte1 
bestehen aus einer Mikro 

Abb. 2. Lingsschnitt Photozelle—-Elektrometer. kiivette (42), die mit 50° ig 
alkoholischer bei — 2° mit 

Metanilgelb gesiattigter schwach alkalischer Lésung gefiillt ist (Schicht- 
dicke 1 mm), und einem RG 1 Rotglasfilter (Schott u. Gen.). Kiivette und 
Filterglas sind durch Gelatinefilme vor dem Beschlagen bei niederen Be- 
triebstemperaturen geschiitzt. Die Kombination der Photozelle mit dem 
Einfadenelektrometer ist aus Abb. 2 ersichtlich. Die Photozelle (Phono- 
preB-Gitterzelle der Infra G. m. b. H., Leipzig, Typ M 122, Edelgasfiillung, 
Spezialausfiihrung) ist mit dem Einfadenelektrometer méglichst kapazitats- 
arm verbunden (Silberdraht, 0,1 mm @). Diese Verbindung ist iiber einen 
Hochohmwiderstand (46) (4 « 108 Q) geerdet, sie kann nach Beendigung 
des Versuchs auch direkt geerdet werden (58). Photozelle und Elektro- 
meterfaden befinden sich selbstverstandlich in geerdeten Metallgehausen: 
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ebenso unerlaBlich ist eine Abschirmung der Zuleitungen von der Schneiden- 
batterie (50) zu den Schneiden (51) und von der Batterie (52) zu der licht- 
empfindlichen Schicht, der Kathode, der Photozelle (53). Die Zuleitungen 
sind mit Schutzwidersténden von 1000 Q fiir die Zellkathode und von je 
9 10° Q fiir die beiden Elektrometerschneiden versehen. An die Photo- 
zelle wird eine Spannung von 130,5 Volt gelegt, zwischen den Elektro- 
meterschneiden herrscht eine Spannung von 120 Volt. Die Photozellen- 
kammer ist mit Trockenréhrchen versehen. Der Elektrometerschneiden- 
abstand betrug bei unseren Messungen der zeitlichen Fluoreszenzintensitats- 
inderungen 3 Einheiten, die Fadenspannung 2,6 Einheiten'. Schneiden, 
Elektrometerfaden, Zellgitter und Zellkathode werden im Ruhezustand 
veerdet. , 

Der Elektrometerfaden wird waagerecht auf den senkrechten Spalt der 
Registriervorrichtung? projiziert. Die Stellungen des Elektrometerfadens 
sind in jedem Zeitpunkt der Messung proportional der Fluoreszenzintensitat 
des Blattes. Die Anderungen der Fadenstellung wiahrend der Versuchs- 
dauer werden auf einer photographischen Platte aufgezeichnet, die sich, 
angetrieben durch einen Synchronmotor, mit konstanter, wihlbarer Ge- 
schwindigkeit hinter dem Spalt vorbeibewegt, so da man unmittelbar 
Fluoreszenzintensitatszeitkurven erhalt. Neben dem Spalt des Vorschubs 
ist auf der dem Elektrometer zugekehrten Seite eine der projizierten Skala 
entsprechende Hilfsskala angebracht, die im Spiegel (57) mit bloBem Auge 
beobachtet werden kann, so dali eine Beobachtung der Fadenstellung 
wahrend des Ganges der Aufnahme méglich ist. 


Inbetriebsetzung und Wirkungsweise der Apparatur. 


Der MeBraum ist verdunkelt. Zunachst ziinden wir die Quecksilber- 
lampe und stellen sie mit Hilfe von Widerstanden und des Foéhns auf einen 
konstanten Stromverbrauch (3,5 Amp. x 150 Volt) ein. Wir schalten die 
Projektionslampe (60) des Elektrometers ein, legen, nachdem die Faden- 
stellung sich nicht mehr andert, die Spannungen an die Elektrometer- 
schneiden und an die Photozelle und heben die Erdung (58) auf. Damnit ist 
die Apparatur meBbereit. Das tragheitslose Sicheinstellen des Fadens auf 
eine bestimmte Fluoreszenzhelligkeit ist Vorbedingung fiir die Messungen 
und wird auf folgende Weise gepriift: An Stelle des lebenden Objekts 
in der Versuchskiivette wird eine Kiivette mit Chlorophyllésung oder ein 
rot fluoreszierendes Glas gebracht, das ein ahnliches Fluoreszenzvermégen 
wie das zu messende Blatt hat, mit dem Unterschied aber, daB sich 
die Fluoreszenzhelligkeit der Chlorophyllé6sung oder des Glases im Augen- 
blick der Belichtung unmeSbar schnell auf einen konstant bleibenden Wert 
einstellt. — Wir 6ffnen die mit der Hand zu bedienende Blende (20) vor der 
Versuchskiivette; es fallt aber indie Kiivette kein Licht, solange die Blende (6) 
geschlossen bleibt. Der Synchronmotor, welcher die photographische Platte 
vor dem Spalt der Registriervorrichtung vorbeibewegt, wird angeworfen. 
Die Platte wandert und kommt in das Lichtfeld des Spaltes. Sobald die 
Nullstellung des Elektrometerfadens auf der Platte festgehalten ist (siehe 
Abb. 4), 6ffnet sich durch einen Schleifkontakt gesteuert automatisch die 


! Siehe die Beschreibung des Lutz-Edelmann-Elektrometers in der Phys. 
Zeitschr. 24, 1923. - 2 Naheres dariiber siehe H. Kautsky u. A. Mara, 
diese Zeitschr. 290, 248, 1937. 
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elektromagnetische Blende (6). Das Licht fallt auf das Versuchsobje\c; 
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in der Kiivette und erregt es zur Fluoreszenz. Der Faden schnellt in di: 
Bevor die Platte am Spalt véllig vorbeigezogen ist, schlieBt sich 
die Blende automatisch wieder, der Faden fallt auf die Nullstellung zuriick, 








die von der Platte aufgezeichnet wird. 


Nach Beendigung der Aufnahny 


erden wir den Elektrometerfaden, nehmen die Spannungen von der Photo 





den Schneiden 


beide ebenfalls. In Abb. 3° sind 


tragheitslose Einstellen des Elektromete: 
fadens bei verschiedenen konstanten Fluoreszenzintensitaten zeigen. 









































Intensitiitszeitkurven von reinen Chloro- 
phyllésungen verschiedener Fluoreszenzhelligkeit. 


Fiir die  auBerordentlic! 
wertvollen Ratschlage, die uns 
Herr Professor Karolus und Her: 
Dr. Richter hinsichtlich — der 
Photozelle zuteil werden lieBen 
danken wir ihnen auch an diese: 
Stelle bestens. 


Die Versuchspflanze. 
Fiir vergleichende Fluores. 
zenzmessungen benétigen wir vor 
erst eine Pflanzenart, deren Fluo 
reszenzintensitats-Zeitkurven 


unter gleichen Versuchsbedingungen jeder Zeit reproduzierbar = sind 
Laubblatter erfiillen diese Bedingung kaum, denn ihr Aufbau und 





Zustand ist von auBeren Wachstumsbedingungen und vom jeweilige: 








Landpflanzen sind im Gegensatz 


Entwicklungszustand 





zu Meeresalgen im allgemeinen stark wechselnden Umgebungsbedin- 





Anordnung und Anzahl der iibereinanderliegende: 


gungen ausgesetzt. 





der gleichen Landpflanze sind nicht jederzeit 





und in jedem Blatte genau die gleichen. Die Zellzwischenraume sind 
lufterfiillt, weshalb Blatter wenig durchsichtig sind und der Licht 
weg innerhalb des Blattes 4uBerst kompliziert ist. Die hintereinande: 
liegenden Zellen werden ungleich belichtet. Die Wechselwirkung de: 







Blattzellen mit den Bestandteilen der 4uBeren Atmosphare wird dure) 
Der Offnungsgrad derselben hiangt jedoch 
stark von den Umgebungsbedingungen wie Licht, Temperatur, Feuchtiz. 
keit ab, ein Umstand, der bei den Untersuchungen sehr zu_beriick- 








Spalt6ffnungen geregelt. 


sichtigen ware. 


Meeresalgen wie Ulva, Monostroma, Enteromorpha leben unte: 
Umgebungsbedingungen. Die Konstanz _ ihres 
inneren Aufbaues ist deshalb sehr groB. Der Bau des Thallus ist einfach 
Er besteht bei Ulva aus blattartigen, immer zweischichtigen Zellflachen 






sehr gleichmaBigen 


Diese Meeresalgen sind sehr transparent, weil keine lufterfiillten Hohi- 
raume wie bei den Blattern der Landpflanzen vorhanden sind. Der 
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Intensitatsabfall des eingestrahlten Lichtes innerhalb des Blattes ist 
sehr viel geringer als im Laubblatt, so daB die Belichtungsbedingungen 
fur alle Chloroplasten in der dem Licht ausgesetzten Algenflache an- 
nahernd gleich sind. Das ist sehr wichtig fiir die Sauberkeit der Versuche. 
Die am Stoffwechsel teilnehmenden Stoffe werden in geléster Form 
aus dem Meerwasser durch die Algenoberflache aufgenommen und 
abgegeben, besondere Spaltéffnungen sind nicht vorhanden. 


Die Vorteile bei der Verwendung der Meeresalgen fiir Fluoreszenz- 
messungen liegen auf der Hand. Wir diirfen die mit den Algen ge- 
wonnenen Versuchsergebnisse nicht ohne weiteres auf Landpflanzen 
iibertragen. In einer friiheren Arbeit! wurde mitgeteilt, daB das Flu- 
oreszenzverhalten von Land- und Wasserpflanzen im groBen und ganzen 
«walitativ gleichartig ist, daB aber die Fluoreszenzinderungen bei 
Wasserpflanzen vielfach rascher verlaufen. Die Geschwindigkeit ge- 
wisser temperaturabhangiger Reaktionen — gleiche Versuchstemperatur 
vorausgesetzt — ist bei Wasserpflanzen viel gr6Ber als bei Landpflanzen. 
Wir gewinnen vielleicht ein Verstandnis fiir dieses Verhalten, wenn 
wir in Betracht ziehen, daB die untersuchten Wasserpflanzen normaler- 
weise bei tieferen Temperaturen leben als die zum Vergleich herange- 
zogenen Landpflanzen. 


Dank dem freundlichen Entgegenkommen der Staatlichen Bio- 
logischen Anstalt auf Helgoland und des Deutsch-Italienischen Instituts 
fiir Meeresbiologie in Rovigno wurden wir fortlaufend mit Ulva lactuca 
versorgt. Wir danken nochmals herzlich dafiir. Die hier und in der 
nachsten Arbeit mitgeteilten Ergebnisse beziehen sich auf die Helgo- 
lander Ulva. 


Sobald wir die Ulva erhielten, wurden die Algen in Meerwasser- 
aquarien verteilt. Dem Helgolander Meerwasser wurde fiir die Auf- 
bewahrung der Algen pro Liter 25 ccm sterile Erdstammlésung nach 
Mainz, 0,05g NaNO; und 0,01 g NagHPO, zugefiigt. Die standig 
mit fein zerteilter Luft durchstrémten Aquarien waren moglichst kihl 
gehalten an einem Nordfenster aufgestellt. In frisch hergerichteten 
Aquarien begannen die Algen bald einzugehen. Es erwies sich aber 
als vorteilhaft, das Wasser in den Aquarien trotz der Zersetzung der 
Algen nicht zu erneuern, sondern es nur weiter zu beliiften: denn neue 
Algen hielten sich in dem nach einiger Zeit wieder klar gewordenen 
Wasser viel besser (Wochen und sogar Monate) als in einem neu ein- 
gerichteten Aquarium. Anscheinend muf sich eine Art biologisches 
Gleichgewicht einstellen. Ein Ma6stab fiir die Unversehrtheit der 


' H. Kautsky u. A. Hirsch, Chlorophyllfluoreszenz und Kohlensaure- 
assimilation I, diese Zeitschr. 274, 432ff., 1934. 
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Algen war die jederzeitige Reproduzierbarkeit der gemessenen Fj, 
oreszenzintensitats-Zeitkurven. 

Fiir die Versuche wurden gute, frische Exemplare herausgesuchit. 
mit frischem, filtriertem Meerwasser abgespiilt und dann zwischen dic 
beiden Ringe der Haltevorrichtung gelegt; beide Ringe wurden dann 
aneinander gedriickt und in dieser Stellung festgeklemmt. Die auBerhal) 
der Ringe herausragenden Algenteile schneidet man ab, so daB bei den 
Versuchen das Licht immer auf gleich groBe (6,2 qem) ebene Algen- 
flachen fallt. Zum Befestigen der Alge war der die Haltevorrichtung 
tragende Deckel der Kiivette auf ein besonderes Stativ aufgelegt ; er 
wird nach dem Einlegen der Alge auf die Kiivette aufgesetzt, die vorher 
mit filtriertem, natiirlichem Seewasser bis zu einer bestimmten Marke 
gefiillt wurde. Die Alge ist allseits von Meerwasser umgeben, welches 
sobald das Versuchsgas hindurchperlt, lebhaft durchgewirbelt wird 
Nach diesen Vorbereitungen kann der Versuch beginnen. 


Fluoreszenzintensitits-Zeitkurven von Ulva lactuea. 

Als Normalkurve bezeichnen wir willkirlich diejenige, die bei 
20° und Luft mit einem Gehalt von 0,4°% COs, erhalten wird. Auf sie 
beziehen wir alle durch Anderung der AuBenbedingungen verursachten 
Anderungen des Kurvenverlaufs. Oftmals zeigte es sich, daB die Norma! 
kurven aus verschiedenen Versuchen sich nicht immer deckten, sondern 
iibereinander lagen. Das liegt aber normalerweise nicht an einer Ver- 
schiedenheit innerer Faktoren, sondern ist lediglich darauf = zuriick- 
zufiihren, daB nicht immer geniigend groBe unversehrte Algenflichen 
in den einzelnen Versuchen zur Verfiigung standen. Die Richtigkeit 
dieser Auffassung erhellt daraus, dafi die Kurven durch prozentuale 
Erhéhung bzw. Erniedrigung ineinander tiberfiihrbar, also affin sind 
In der Beschriftung der Kurvenbilder sind immer folgende Angaben 
gemacht : 

1. Die Pflanze. Fast ausnahmslos handelt es sich um Ulva lactuca 

2. Die Temperatur, es ist die konstant eingestellte Versuchstemperatur, 
in Celsiusgraden, gemessen in dem die Alge umgebenden Meerwasser. 

3. Die Zusammensetzung des Gasstromes in Prozenten, welcher durch 
das Meerwasser perlt und im Gleichgewicht die Konzentration der in dem 
Wasser gelésten Gaskomponenten bestimmt. 

4. Die Versuchs- bzw. Belichtungszeit. Sie hangt von der Geschwindig 
keit ab, mit der die photographische Platte durch die Registriervorrichtung 
bewegt wird. Im allgemeinen betragt sie fiir kurze Belichtungszeiter 
3,4 Sekunden, fiir langere 52 Sekunden. 

Die Belichtungsintensitat war bisher bei allen Versuchen die gleiche. 
Der Energiestrom, welcher auf die Algenfliche auftrifft, entspricht 


dem einer Lichtquelle von 32 Hefnerkerzen in 1 m Abstand. Er wurde 


mit einer Thermoséule gemessen. Das Licht enthalt kein Ultraviolett 
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es setzt sich aus den sichtbaren kurzwelligeren Hg-Linien einschlieBlich 
der griinen Linie des Hg-Spektrums zusammen. 

In den Kurvenbildern ist auf der Abszisse die Versuchszeit t 
aufgetragen, auf der Ordinate die Fluoreszenzintensitat / in Skalen- 
teilen des mit der Photozelle verbundenen Elektrometers. 

Abb. 4 veranschaulicht eine normale Fluoreszenzintensitats-Zeit - 
kurve (Originalaufnahme) von Ulva lactuca. 

Die Kurve der Abb. 4 verlauft nicht nach einer einfachen Gesetz- 
maBigkeit, sie ist vielmehr recht kompliziert und andert mehrfach ihre 








Abb. 4. Fluoreszenzintensitits-Zeitkurve von Ulva lactuca. 20°, Luft, 0,4 %/, COs. 3.4 Sek 


Neigung. Bei der Betrachtung der Kurve fallen einige besonders mar- 
kante Teile derselben auf, denen wir unsere Aufmerksamkeit zuwenden 
wollen. 

1. w ist die Anfangsintensitat der Fluoreszenz. Im Augenblick 
der Belichtung schnellt der Faden von der Intensitat 0 so rasch, daB die 
Bewegung nicht zur Abbildung gelangt, auf die durch a bezeichnete 
Fluoreszenzintensitat. Diese ist gering: das bedeutet, daB die bei der 
gegebenen Belichtungsintensitat maximal mdégliche Fluoreszenz der 
Alge im Beginn der Belichtung weitgehend, aber nicht vollstandig 
getilgt ist. 

2. a bis c ist der Fluoreszenzanstieg. Von der Intensitat a ab 
zeichnet der Registrierapparat ein mit der Belichtungszeit zunehmendes 
Ansteigen der Fluoreszenzintensitat bis zu einem Maximum c auf. 

3. b ist eine Depression im Fluoreszenzanstieg. Der Fluoreszenz- 
anstieg folgt nicht einer einfachen Gesetzmabigkeit, sondern zeigt in 
seinem Verlauf eine sehr deutlich ausgepragte Depression, die einem 


fluoreszenzvermindernden Vorgang zuzuschreiben ist. Dieser findet 


waihrend des Verlaufs des fluoreszenzerhéhenden Vorgangs statt. 

4. d ist der Fluoreszenzabfall. Nach Erreichen des Fluoreszenz- 
maximums c vermindert sich die Fluoreszenz. Zunehmend vermelhrt 
ein fluoreszenzléschender Vorgang seine Geschwindigkeit. Nach viel 
langeren Zeiten, als die Abb. 4 angibt, wird ein stationarer Zustand 
erreicht. Die Kurve verlauft dann stindig parallel zur Abszisse. 

Der Verlauf der Kurve laBt darauf schlieBen, da® ihr zeitlich auf- 
einanderfolgende Vorginge verschiedener Art zugrunde liegen, von 


10* 
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denen sich die einen im Sinne einer Fluoreszenzerh6hung, die andere) 
in einer Fluoreszenzerniedrigung auswirken. Eine wesentliche Aufes |, 
der weiteren Versuche besteht darin, die Versuchsbedingungen so 7) 
variieren, daf die Geschwindigkeit aller Vorgange bis auf die eines 
einzelnen soweit herabgesetzt wird, da der eine Vorgang mégliclst 
rein in Erscheinung tritt. Von Versuch zu Versuch werden wir natiirlic); 
immer nur eine der Umgebungsbedingungen unter Konstanthaltuny 
der anderen verandern. Diese Veranderung der Versuchsbedinguny 
darf niemals irreversible Schadigungen hervorrufen: es ist deshalh 
eine unerlaBliche Voraussetzung, bei allen Versuchen zu priifen, ob dic 
erzielten Anderungen reversibel in den Ausgangszustand zuriickfiihrbat 
sind. Ausnahmslos wurde diese Priifung vorgenommen. Dabei_ ist 
folgendes zu beriicksichtigen. Eine selbst nur kurz belichtete Algen 
fliche geht nach Aufhebung der Belichtung nicht gleich in den normalen 
Dunkelzustand zurtick. Die inneren Bedingungen sind durch die vorher 
vehende Belichtung nachhaltig verandert und es erfordert eine geraune 
Zeit, bis nach der Aufnahme einer Normalkurve wieder eine Aufnahnie 
gemacht werden kann, die neuerdings eine Normalkurve ergibt. In der 
Dunkelzeit (Erholungszeit) wird allmahlich ein Faktor (X) wieder 
unwirksam, der wahrend des Belichtens die zunehmende Geschwindigkeit 


des Fluoreszenzabfalls verursacht. Die Erholungszeit ist von der Tem. 
peratur abhangig. Je héher die Temperatur der Alge ist, um so rascher 


stellt sich der normale Dunkelzustand wieder ein. Durch Messungen 
wurde die Zeit ermittelt, die mit Sicherheit dazu ausreicht, um den 
normalen Ausgangszustand, der durch eine Verlangerung der Dunkelzeit 
nicht mehr verandert wird, wieder herzustellen. Versuche tiber die 
Erholungszeit von Blattern wurden friiher von H. Spohn, Heidelberg ', 
ausgefiihrt. Wir finden, da} bei 20° im allgemeinen eine Riickgehzeit 
von 60 Minuten hinreicht, um die durch Belichtung hervorgerufenen 
inneren, die Fluoreszenz verandernden Bedingungen bei der Ulva 
riickgingig zu machen. Bei tieferen Temperaturen erhédht sich die 
Erholungszeit erheblich. Zur geniigend raschen Wiederherstellung 
des Ausgangszustands bei tiefen Temperaturen war es notwendig, dic 
Alge nach der Belichtung 1 Stunde lang im Dunkeln auf 20° zu erwarmen 
und dann erst wieder auf die niedere Temperatur zu bringen. Aus 
fiihrlichere Messungen der Erholungszeiten in Abhangigkeit von ver- 
schiedenen Faktoren sind bei der Ulva noch nicht ausgefiihrt worden 


Fluoreszenzintensitits-Zeitkurven von Ulva lactuea 
hei verschiedenen Temperaturen. 


Wir wissen bereits aus friiheren Versuchen, da fiir die zeitlichen 
Fluoreszenzinderungen griiner Pflanzenteile sowohl —temperatu! 


' H. Kautsky u. R. Hormuth, diese Zeitschr. 291, 299, 1937. 
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abhangige als auch temperaturunabhangige Reaktionen verantwortlich 
sind. Es ist zu erwarten, daB eine Scheidung dieser Reaktionen in 
den Fluoreszenzkurven erkennbar wird, wenn wir zu Messungen_ bei 
tiefen Temperaturen tibergehen, bei denen die temperaturabhangigen 
Reaktionen zuriickgedrangt, die temperaturunabhangigen Reaktionen 
daher auffalliger hervorstechen werden. Die Versuche verlaufen fol- 
gendermaben : 

Die dem Aquarium entnommene Alge wird zur Erholung 120 Minuten 
hei 20° in der Versuchskiivette dunkel gehalten, worauf eine Normal- 
aufnahme gemacht wird. Nach dieser bleibt die Alge noch bei gleicher 














Abb. 5. Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven von Abb. 6. Fluoreszenzintensitits-Zeitkurven von 
Ulva lactuca bei verschiedenen Temperaturen. Ulva lactuca bei verschiedenen Temperaturen. 
Luit, 0,4 Jy CO,. Kurve I und LV: 20°, Luft, 04°, CO Kurve Ll und IT: 20°, 

II: 10°, 111: 0°. t = 3,4 Sek. Ill: 0°. ¢ = 52 Sek. 





Abb. 7. Fluoreszenzintensitiits-Zeitkurven von Ulva lactuea bei verschiedenen Temperaturen. 
Luft. 0,4 9/9 CO,. Kurve I: 20°, Il: 10°, III: 0% ¢ 45 Min. 


Temperatur 60 Minuten im Dunkeln. Dann kiihlen wir sie auf die 
gewtinschte Versuchstemperatur ab und belassen sie weitere 60 Minuten 


bei derselben, so da die Alge wieder insgesamt 120 Minuten Dunkelzeit 
hatte. Es folgt die zweite Belichtung, die ein Kurvenbild bei der 
tieferen Temperatur ergibt. Darauf wird die Temperatur im Dunkeln 
wieder auf 26° heraufgesetzt und nach einer Erholungszeit von 
120 Minuten die Kontrollaufnahme gemacht. Diese mu, wenn die 
durch die Temperaturanderung auftretenden Veranderungen reversibel 
sind, mit der ersten Normalaufnahme iibereinstimmen. Auf diese 
Weise sind die Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven in einem Intervall 
von 0 bis 20° aufgenommen worden. Die folgenden Abb. 5, 6 und 7 
geben einige Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven von Ulva lactuca bei 
verschiedenen Temperaturen, 0, 10 und 20° wieder. Es bedeutet nichts 
besonderes, dafi manche Kurven voll ausgezogen, manche gestrichelt 
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oder durch Punkte dargestellt sind. Es soll damit nur der Verlauf der 
einzelnen Kurven deutlicher hervorgehoben werden. Abb. 5 gibt. in 
sehr groBem Zeitmabstab die Fluoreszenzinderungen in den. ersten 
3.4 Sekunden bei 0° (IIL), 16° (IL) und 20° (I und LV) wieder. In Abb. 6 
sind die Fluoreszenzinderungen in kleinerem ZeitmaBstab innerha!h 
52 Sekunden bloB bei zwei Temperaturen, 0° (LLL) und 26° (LI und | 
aufgenommen. Entsprechend dem kleineren Zeitmabstab kommen dic 
in der ersten Sekunde stattfindenden Anderungen nicht zum Ausdruck 
In Abb. 7 sind die Verhaltnisse die gleichen wie in Abb. 5, nur wurde 
die photographische Registrierung der Fluoreszenzanderungen bei einer 
fortlaufenden Belichtungszeit von 45 Minuten nach den ersten 1,3 Be- 
lichtungssekunden unterbrochen und erst wieder in den letzten 
1,5 Sekunden betatigt. Der Sinn dieser Aufnahmen ist die Feststellung 
der nach langen Belichtungszeiten eingestellten konstanten Endhellig- 
keit der Fluoreszenz bei verschiedenen Temperaturen. Die drei zur 
Abszisse parallelen Linien im rechten Teil des Kurvenbildes Abb. 7 
veranschaulichen die Endhelligkeit bei 6° (IIJ), 10° (11) und 26° (1). 
Der linke Teil entspricht den Kurven in Abb. 5 im gleichen Zeit- 
abschnitt. 

Der Haupteindruck ist der, daB der Fluoreszenzanstieg mit ab- 
nehmender Temperatur deutlicher wird und bei 0° iiberwiegend in Er- 
scheinung tritt. Die bei héheren Temperaturen im Fluoreszenzanstiey 
vorhandene Fluoreszenzdepression und der auf den Fluoreszenzanstieg 
folgende Fluoreszenzabfall werden durch Herabsetzung der Temperatur 
immer mehr zum Verschwinden gebracht (Abb. 5). 

Zusammenfassung der Ergebnisse (Abb. 5, 6 und 7): 

1. Die  Anfangshelligkeit wird durch  Temperaturerniedri- 
gungen zwischen 6° und 26° nicht beeinfluBt, sie bleibt in diesen 
Temperaturintervallen konstant. 

2. Der Fluoreszenzanstieg tritt bei abnehmenden Temperaturen 
immer deutlicher hervor. Er ist demnach temperaturunabhingig 

3. Sowohl die Fluoreszenzdepression wie auch der Fluoreszenz- 
abfall sind temperaturabhangig. Sie werden durch Temperatura bnahme 
gehemmt. 

4. (Abb. 7.) Die nach laingeren Belichtungszeiten eingestellte kon. 
stante Endhelligkeit ist bei geringen Temperaturen (6° bis 10°) von der 
Temperatur abhangig. Eine Erhéhung von 10° bis 26° vermindert 
jedoch die Fluoreszenz nicht mehr wesentlich. 

Die einfachste Annahme zur Erklarung des Kurvenbildes ist di 


daB nur ein einziger fluoreszenzléschender Stoff vorhanden ist. Der 
Léschungsgrad der Chlorophyllfluoreszenz ist eine Funktion der Kon 
zentration dieser Substanz an der fluoreszenzfahigen Chlorophyllober 
flache, die etwa durch eine Hyperbel ausgedriickt werden diirfte. Dic 
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Anderungen seiner Konzentration in der Belichtungszeit sind durch die 
Geschwindigkeiten sich gegeneinander bedingender temperaturunab- 
hangiger und temperaturabhangiger Reaktionen verursacht. Im Be- 
lichtungsbeginn ist der fluoreszenzléschende Stoff bei den gegebenen 
Bedingungen in einer von der Temperatur unabhangigen Konzen- 
tration vorhanden. Die Fluoreszenzléschung selbst bedeutet eine 
energetische Wechselwirkung zwischen angeregtem Chlorophyll und 
dem fluoreszenzléschenden Stoff. Bei dieser Wechselwirkung wird, 
wie aus dem Fluoreszenzanstieg ersichtlich ist, der fluoreszenz- 
loschende Stoff zunehmend in einen nicht fluoreszenzléschenden iiber- 
gefiihrt. Der Fluoreszenzanstieg kommt also durch eine von der Tem- 


peratur unabhangige photochemische Reaktion zustande, in welcher 


sich die Konzentration an fluoreszenzléschendem Stoff vermindert. 

Der Fluoreszenzanstieg tritt in seinem Verlauf um so deutlicher 
hervor, je geringer die Temperatur ist. Die Erniedrigung und Form- 
veranderung des Fluoreszenzanstiegs durch Temperaturerhéhung ist, 
wie man aus den Kurven in Abb. 5 und 7 schlieBen kann, auf die Er- 
héhung der Geschwindigkeit zweier temperaturabhangiger Reaktionen 
zuriickzufiihren, von denen die eine die Depression im Fluoreszenz- 
anstieg, die andere den auf das Fluoreszenzmaximum folgenden Flu- 
oreszenzabfall verursacht. Bei 6° ist die Geschwindigkeit dieser beiden 
Reaktionen gering, aber nicht ganz zu vernachlassigen, so da die 
Kurve [JI in Abb. 5 noch nicht den Verlaut des Fluoreszenzanstiegs 
in ganz reiner Form wiedergibt. 

In der Fluoreszenzdepression verlauft gleichzeitig mit der Reaktion 
des Fluoreszenzanstiegs ein Vorgang, der die Konzentration an flu- 
oreszenztilgender Substanz voriibergehend erhéht. Seine Temperatur- 
abhangigkeit ist aus einem Vergleich der Kurven |, IT und ILI in den 
Abb. 5 und 7 zu erkennen. Die Geschwindigkeit dieser Reaktion, von 
der spater ausfiihrlich die Rede sein wird, verringert sich vom Belichtungs- 
beginn ab rasch gleich wie der Fluoreszenzanstieg. 

Gerade umgekehrt verhalt es sich mit dem zweiten temperatur- 
abhangigen Vorgang, der den Fluoreszenzabfall verursacht. Seine 
Geschwindigkeit beginnt mit 0 beziehungsweise mit einem sehr kleinen 
Anfangswert und steigert sich mit fortschreitender Belichtungszeit. 
Nach langerer Belichtungszeit (iiber die Fluoreszenzanderungen wahrend 
langerer Belichtungszeiten wird in einer spateren Arbeit berichtet 
werden) wird ein stationarer Zustand erreicht. Der zeitliche Ablauf 
des Fluoreszenzabfalls bei zwei verschiedenen Temperaturen ist in den 
drei Kurven I. I] und I1] in Abb. 6 abgebildet. In Abb. 5 ist der Beginn 
des Fluoreszenzabfalls deutlich zu verfolgen. Abb. 6 zeigt, dab nach 
52 Sekunden der Fluoreszenzabfall noch nicht beendet ist und Abb. 7 
laBt die nach langer Versuchszeit bei verschiedenen Temperaturen er- 
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reichte konstante Endhelligkeit in den zur Abszisse parallelen Geradey 
erkennen. 

Die Abhangigkeit der Geschwindigkeitszunahme der den Eli 
oreszenzabfall verursachenden Reaktion von der Temperatur ist am 
besten aus den Abb. 5 und 7 zu ersehen. Bei 6° (Kurve LI) wird der 
Fluoreszenzabfall erst nach etwa 1.5 Sekunden deutlich. Das Anwachsey 
der Geschwindigkeit der ihm zugrunde liegenden Reaktion mu aber 
bereits vor Sichtbarwerden des <Abfalls zunehmend — fluoreszenz 
schwachend den ansteigenden Teil der Kurve beeinflussen. Bei 10! 
ist die Geschwindigkeit der fluoreszenzvermindernden Reaktion schon 
so groB geworden, daB die Fluoreszenz nach etwa 0,7 bis 0,8 Sekunden 
abfallt, und zwar viel steiler als bei 6°. Das Fluoreszenzmaximum er- 
reicht nicht mehr die friihere Héhe. Noch ausgepragter ist dieses Ver- 
halten bei 26° zu beobachten. Der Abfall beginnt hier schon nach 0,4 bis 
0,5 Sekunden der Belichtung. Die ganze Kurve erscheint stark herab- 
gedriickt, weil die fluoreszenzvermindernde Reaktion den gesamten 
Verlauf der Kurve gleich nach ihrem Beginn rasch zunehmend beeinflubt. 
Eine weitere Temperatursteigerung miiBte schlieBlich das Fluoreszenz- 
maximum so gut wie vollstaindig zum Verschwinden bringen. Es ist 
iiberhaupt nur der geringen Anfangsgeschwindigkeit der den Fluo- 
reszenzabfall verursachenden Reaktion zu verdanken, da} bei nicht 
zu hohen Temperaturen die verschiedenen Reaktionen deutlich ge- 
sondert nacheinander sichtbar werden. 

Die Geschwindigkeit des Fluoreszenzabfalls ist von einem Faktor X 
abhangig (s. S. 146). In dem zeitlichen Verlauf des Fluoreszenzabfalls 
(Kurven I, Il und LI in den Abb. 5 und 7) kommt die Temperatur- 
abhangigkeit des Entstehens des Faktors X zum Ausdruck. Der Verlauf 
der Fluoreszenzkurve ist unter der Voraussetzung, daB nur ein flu- 
oreszenzléschender Stoff vorhanden ist, durch die Geschwindigkeit 
zweier gegenlaufiger Vorgange erklarbar. In dem einen Fall wird der 
fluoreszenzléschende Stoff in einen nichtfluoreszenzléschenden _ tiber- 
gefiihrt (Erhéhung der Fluoreszenzintensitat), im anderen entstelit 
umgekehrt wieder der fluoreszenzléschende Stoff. (Verminderung der 
Fluoreszenzintensitat). Die Geschwindigkeit in jedem Teil der 
Kurve ist dann gegeben durch die Differenz der Geschwindigkeiten 
beider gegenlaufigen Vorgainge. Im stationéren Zustand werden dic 
Geschwindigkeiten beider Reaktionen gleich groB. Es stellt sich eine 
stationdare Konzentration des fluoreszenztilgenden Stoffes ein. Der 
Fluoreszenzintensitat nach zu schlieBen ware die Lage des stationaren 


Zustands zwischen 6° und 16° temperaturabhangig, kaum aber zwischen 


16° und 26°. Die Fluoreszenzléschung ist aber nicht proportional der 
Konzentration des fluoreszenzléschenden Stoffes wie z. B. Léschungs 
kurven in Gasen und Fliissigkeiten zeigen. Legt man eine derartige 
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Funktion zugrunde, dann ergibt sich auch fiir héhere Temperaturen 
eine deutliche Abhangigkeit von der Temperatur. 

Wassink und Mitarbeiter!, die sich neuerdings auch mit Flu- 
oreszenzmessungen an griinen Pflanzen, und zwar im Vergleich zur 
Assimilationsgeschwindigkeit befassen, finden die Flucreszenzhelligkeit 
im stationéren Zustande von der Temperatur unabhangig. Ihre 
Messungen sind jedoch in einem Temperaturintervall von 12° bis 30° 
ausgefithrt, in welchem die Fluoreszenzinderungen mit der Temperatur 
vering sind, so das ihnen die deutlichere Beeinflussung bei tieferen 


Temperaturen entgangen ist. Bei einem Vergleich der Assimilations- 


veschwindigkeit mit der Geschwindigkeit der fluoreszenzverandernden 
Reaktionen ist eine Cbereinstimmung in ihrer Beeinflussung durch 
AuBenbedingungen nicht immer unbedingt zu erwarten. Wenn die 
fluoreszenzverandernden Vorgange einen Mechanismus fiir den auf sie 
folgenden AssimilationsprozeB darstellen, so ist zu bedenken, daB in 
letzterem —assimilationsgeschwindigkeitsbestimmende Vorgange — vor- 
handen sein kénnen, welche die Fluoreszenzanderungen nicht zu_be- 
einflussen brauchen, vor allem dann, wenn der erste Mechanismus 
auch ohne Kepplung mit der Assimilation leerlaufen kénnte. 


Fluoreszenzintensitits-Zeitkurven von Ulva lactuea 
in Abhangigkeit von der Sauerstoffkonzentration. 

Es wurde bereits frither? festgestellt, daB die Sauerstoffkonzentration 
einen EinfluB auf das Fluoreszenzverhalten griiner Blatter ausiibt. 
In den vorliegenden Untersuchungen wurde der Eintluf der Sauerstoff- 
konzentration an Ulva lactuca quantitativ gemessen. Die Versuche 
wurden analog denen, die den EinfluB der Temperatur auf die Flu- 
oreszenzkurven zum Gegenstand hatten, durchgefiihrt (siehe vorher- 
gehenden Abschnitt). 


Sauerstoff-Stickstoffgemische kamen zur Verwendung, die in allen 
Fallen 0,4°, CO, enthielten. Zur Herstellung dieser str6menden Gas 
gemische standen Bomben mit reinstem N, (Osram-N,), gew6hnlichem 
Bombenstickstoff (etwa 0,4°, O,), Luft und reinem O, zur Verfiigung. In 
jedem Versuch durchspiilten wir die Versuchskiivette mit dem entsprechend 
eingestellten Gasgemisch 100 Minuten lang, bevor belichtet wurde. Vor 
und nach jeder unter veranderten Sauerstoffdrucken gemessenen Kurve 
wurden die dazugehérigen Normalkurven aufgenommen, um sich zu ver 
gewissern, daB die beobachteten Anderungen im Kurvenverlauf rever- 
sibel sind. 

Bei Versuchen, in denen O, vollkommen ausgeschaltet war, priifte man 
das die Versuchskiivette verlassende Gas mit Hilfe der auBerst empfindlichen 
Phosphoreszenzmethode ®. 


! Wassink u. Mitarbeiter, Enzymologia 5, 1938. 2 H. Kautsky u. 
R. Hormuth, diese Zeitschr 291, 285, 1937. 3H. Kautsky u. A. Hirsch, 


Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 222, 126, 1935. 
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Die folgenden Abb. 8 bis 14 geben die MeBergebnisse wieder. )\: 
Abszissen bedeuten die Belichtungszeit ¢, die Ordinaten die Fluoreszei. 
intensitat I, 





Abb. 8. Fluoreszenzintensitits-Zeitkurven von Ulva lactuca bei verschiedenen Sauerstoft 
konzentrationen. 


200, 0,49) COs. Kurve I: Luft und 40°) O», Il: 60 und 80 ° 9 Op». 3,4 Sek 





Sbb. 9. Fluoreszenzintensitits-Zeitkurven Abb. 10. Fluoreszenzintensitits-Zeitkurven 
von Ulva lactuca bei verschiedenen Sauer- von Ulva lactuca bei verschiedenen Sauer- 
stoffkonzentrationen. stoffkonzentrationen. 

209, 0,4) COs. Luft, 10 9 Ov, 20°, 0,4% 9 CO». Kurve I: Luft, 
40 %/9 Og, 80% 9 Og. t = 52 Sek. V: 10% 9 Oo, Il: 1% 9 Oo, TT: 0,1 %/9 On, 

IV: 0,01 9/9 Op. t = 3,4 Sek. 











bOSeK 20 0 40 SOSOH 


Abb. 11. Fluoreszenzintensitits-Zeitkurven Abb. 12. Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven 
von Ulva lactuca bei verschiedenen Sauer- von Ulva lactuea bei verschiedenen Sauer- 
stoffkonzentrationen stoffkonzentrationen. 
20°. 0,49, CO. Kurvel: Luft, 0°, 0,4 9/9 CO.. Kurve 1: Lutt, 

V: 10 %9 Oy, IT: 1% Oo, III: 0,1 %J9 O,, IT: 1%) Og, ITIL: 0,019 Og. t = 52 Sek. 

IV: 0,01 %/g Oo. t = 52 Sek. 


Wir betrachten die Verainderungen, welche die charakteristischen 
Teile der Fluoreszenzintensitats-Zeitkurve, die Anfangshelligkeit, der 


Fluoreszenzanstieg, die Fluoreszenzdepression und der Fluoreszenz 
abfall durch Veranderung der Sauerstoffkonzentration erfahren. 


Innerhalb eines Konzentrationsbereiches von 10°, bis 80°, O. 
tritt keine Beeinflussung der einzelnen Kurventeile in Erscheinung 
mit Ausnahme einer geringfiigigen Abflachung des Fluoreszenzmaximums 
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bei tibermaBig hoher O,-Konzentration [Kurve II in Abb. 8 (80°,)] 
Das gesamte System ist bereits bei einer Konzentration von 10°, Os 
mit Sauerstoff gesattigt. Erst unterhalb dieser Konzentration andern 
sich die Kurventeile in charakteristischer Weise. Zunehmender Sauer- 
stoffmangel kommt in einer zunehmenden Hemmung einzelner die 
Fluoreszenz verindernder Vorginge zum Ausdruck (Abb. 10). 

Die Wirkung abnehmender O,-Konzentration wird zuerst an der 
Hemmung des Fluoreszenzabfalls zwischen 10°, und 1°, O, deutlich. 
Die Veranderung gleicht etwa der durch Temperaturainderung von 
209 auf 0° hervorgerufenen (Abb. 5). Durch weiteres Herabsetzen des 
Sauerstoffdrucks verschwindet der Fluoreszenzabfall bereits aus dem 
Blickfeld der Abb. 10. Einen Uberblick iiber die Verzégerung des 
Fluoreszenzabfalls in dem Konzentrationsbereich von 10 bis 0,01 °, Oo 
gewinnt man aus Abb. 11. Der ZeitmaBstab in dieser Abbildung ist 
kleiner. Die Belichtungszeit betrug 52 Sekunden. In diesem Zeit - 
maBstab sind die ersten in sehr kurzen Zeiten verlaufenden Kurventeile 
iiberhaupt nicht erkennbar. — Gehen wir mit der Versuchstemperatur 
von 20° auf 0° herunter. so werden — entsprechend der starken 
Temperaturabhangigkeit des Fluoreszenzabfalls (Abb. 5 bis 7) — die 
Differenzierungen noch erheblich verstirkt (Abb. 12). 

Stark abhangig vom O.,-Druck ist ferner die Anfangshelligkeit. 
Die im Belichtungsbeginn vorhandene Fluoreszenzintensitat ist von 
hohen O,-Drucken herab bis unter 10°, unabhangig vom O.-Druck. 
Unterhalb dieses Druckes ist die Anfangshelligkeit um so gréBer, je 
geringer der O.-Druck wird. Der aus dieser Anfangshelligkeit sich 
erhebende Fluoreszenzanstieg verflacht sich im Zusammenhang damit 
immer mehr. Die scheinbare Ausnahme zwischen 10 und 1°,, Og er- 
klart sich aus der starken Herabsetzung des Fluoreszenzmaximums 
dureb den bei 10°, O. und 20° schon sehr zeitig rasch einsetzenden 
Fluoreszenzabfall. Wird dieser, wie aus der Abbildung ersichtlich ist, 
durch Verminderung der O,-Konzentration von 10 auf 1°, stark ge- 
hemmt, dann tritt der Fluoreszenzanstieg mit gréBerer Deutlichkeit 
hervor. Von 1°, Og ab kommt erst die zunehmende Verflachung des 
Fluoreszenzanstiegs mit weiter abnehmender O.-Konzentration un- 
beeinfluBt vom Fluoreszenzabfall klar zum Ausdruck. 

Die im Belichtungsbeginn vorgefundene Fluoreszenzhelligkeit ist 
um so geringer, je gréBer die Konzentration der fluoreszenzléschenden 
Verbindung ist. Die Anderung beziehungsweise Erhébung der Anfangs- 
helligkeit mit abnehmender O ,-Konzentration besagt dann, da8 die 
Konzentration der fluoreszenzléschenden Verbindung vom O,-Druck 
abhangig ist. Die Veranderung der Konzentration wird aber erst von 


einer bestimmten geringen Oy -Konzentration an deutlich. Die nahe- 
liegendste Erklirung dieses Verhaltens ist die dissoziable Bindung 
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des O, an eine organische oder anorganische Komponente. Bezeichnen 
wir diese Komponente in vorlaufiger Unkenntnis ihrer Zusammensetzuny 
mit A, dann ist AO, die fluoreszenzléschende Verbindung, die im Disso- 
ziationsgleichgewicht mit dem freien nichtfluoreszenzléschenden A und 
molekularem O, steht. Ein Druck zwischen 10 und 1% Oz. bei 20° 
bedeutet dann den Sattigungsdruck, bei dem praktisch alles vorhandene 
A mit O, verbunden ist, was daraus zu ersehen ist, daB eine weitere 
Erhéhung des O-Druckes die Anfangshelligkeit nicht weiter herabsetzt 
Wir diskutieren spater noch diese einfache Annahme. Im Fluoreszenz- 
anstieg wird in zunehmendem Mabe unter dem EinfluB der Lichtenergie 
die fluoreszenzléschende Verbindung AQ, in eine nichtfluoreszenz- 
léschende umgewandelt. Letztere bezeichnen wir mit AOJ, wobei ¢ den 
dem angeregten Chlorophyll bei dieser Umwandlung entzogenen Energie- 


betrag bedeutet. . 

Diese einfachen Annahmen geniigen indes nicht, das Fluoreszenz- 
verhalten bei verschiedenen O.-Drucken zu beschreiben. Die mit 
abnehmender QO,-Konzentration fortschreitende Dissoziation der Ver- 
bindung AO, miiBte bei vollkommener O,-Freiheit vollkommen werden, 
d.h. bei extremer Anaerobiose miiBte das Versuchsobjekt vom Be- 
lichtungsbeginn ab unveranderlich mit der maximal méglichen Inten- 


sitaét fluoreszieren. Das ist nicht der Fall. 

Es ist nimlich neben den beiden durch Sauerstoff beeinfluB baren 
Reaktionen des Fluoreszenzanstiegs und Fluoreszenzabfalls noch die 
Reaktion vorhanden, welche die Depression im Fluoreszenzanstieg ver- 
ursacht. Je starker die Geschwindigkeit der beiden vom Sauerstoff 
abhangigen Reaktionen durch Sauerstoffentzug gehemmt wird, um so 
deutlicher tritt die Depression gesondert hervor. Bei 0,01 °/, Og beginnt 
die Kurve bereits mit einem geringen Fluoreszenzabfall. Diese Reaktion 
ist bei allen Sauerstoffdrucken vom Sauerstoffdruck unabhangig. Lhr 
EinfluB ist in dem gesamten gemessenen Druckgebiet von 0,01 bis 
80° O» in den Kurven als Fluoreszenzdepression zu beobachten. Bei 
absoluter O.-Freiheit miiBte, bei vollkommener Hemmung der tibrigen 
Vorgainge, die Reaktion, welche die Fluoreszenzdepression verursacht, 
rein darzustellen sein. 

Die Ergebnisse solcher Versuche sind in den Abb. 13 und 14 zu- 
sammengefaBt. Vor der Besprechung der Kurven seien noch einige 
experimentelle Einzelheiten erwahnt: Vollstandige O,-Freiheit (unter 
0,0001 %) lieB sich in den Versuchen auf zweierlei Art erzielen, einma! 
durch fiinfstiindiges Durchspiilen der die Alge enthaltenden Versuchs- 
kiivette mit reinstem N, (Osram-N,) + 0,4°%, Oo-freiem CO, oder durch 
11/,stiindiges Evakuieren (Hochvakuum) unter Schiitteln in einem 
besonderen VersuchsgefaB und am SchluB erfolgendem Zumischen 
von 0,4 % CO g. (Dieses Kohlendioxyd war im Vakuum zuvor mebrmals 
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umsublimiert worden.) Beide Verfahren fiihren bei gleicher Temperatur 
zu analogen Kurvenbildern. 

Die Kurve IL in Abb. 13 veranschaulicht das Fluoreszenzverhalten 
von Ulva lactuca bei 20° und einem Sauerstoffdruck, der unterhalb 
0,001 mm liegt. Die Kurve beginnt mit einem von hoher Fluoreszenz- 
helligkeit ausgehenden Fluoreszenzabfall, der nach Erreichung des 
Fluoreszenzminimums in einen Fluoreszenzanstieg iibergeht. Dieses 
Verhalten laBt darauf sehlieBen, daB im Belichtungsbegmn auch bei 
vollstandiger Sauerstoffabwesenheit die fluoreszenzléschende Sub- 
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Abb. 13. Fluoreszenzintensitits-Zeitkurven Abb. 14. Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven 
von Ulva lactuca bei vélligem Sauerstoff- von Ulva lactuea bei vélligem Sauerstoff- 
mangel, mangel. 
20°. 0,4 °/9 COs. Kurve I: Luft. 0°, 04% 9 COs. Kurve I: Luft. 

Il: weniger als 0,0001 9°), Oo. t = 3,4 Sek. Il: weniger als 0,0001 %9 Oy. t = 3,4 Sek. 


stanz AO, photochemisch entsteht. Es muB also unabhingig vom 
0.-Druck ein lichtabsorbierender Komplex in bestimmter Konzen- 
tration vorhanden sein, in welchem das AQ, bereits vorgebildet ist. 

Dieses photochemisch in Freiheit gesetzte AO, wird dann, sensibili- 
siert durch Chlorophyll, in AO; verwandelt, wie aus dem auf den pri- 
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Abb. 15. Fluoreszenzintensitits-Zeitkurven von Chlorella vulgaris und Zimmerlinde. 


Kurve I: Chlorella vulgaris, 149, Luft mit 0,4 9/9 CO», 3,4 Sek. 
» Il: Zimmerlinde 20°, Luft mit 0,4 9/y CO», 3,4 Sek. 


maren Fluoreszenzabfall folgenden Fluoreszenzanstieg ersichtlich ist. 
Unter aeroben Bedingungen iiberlagert sich der bei O,-Freiheit hervor- 
tretende primaire Fluoreszenzabfall dem gleichzeitig verlaufenden 
normalen Fluoreszenzanstieg. So kommt die Fluoreszenzdepression 
im Fluoreszenzanstieg zustande (Abb. 10). An anderen Pflanzen, wie 
Chlorella vulgaris, Monostroma, Zimmerlinde, sind die Verhaltnisse 
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analog (Abb. 15), so daf& wir diese Vorginge als prinzipielle im Assi. 
milationsorgan ansprechen miissen. 

Die Geschwindigkeit des primaren Fluoreszenzabfalls (Kurve || 
in Abb. 13 und 14) ist von der Temperatur abhangig. (Siehe ancl) 
vorhergehenden Abschnitt.) Der primaire Fluoreszenzabfall entstammt 
einer photochemischen, d.h. Licht verbrauchenden Reaktion. Trotz- 
dem gibt dieser Lichtverbrauch nicht Anlaf zu einer sehr weitgehenden 
Fluoreszenztilgung im Belichtungsbeginn. Der primaire Fluoreszenz 
abfall beginnt bei einer hohen Fluoreszenzintensitaét im Gegensatz 
zu dem Fluoreszenzanstieg unter aeroben Bedingungen, der sich aus 
einer starken Anfangstilgung erhebt. Erst die auf die primare Ent- 
stehung des AO, folgende Reaktion, die Wechselwirkung des AO, mit 
angeregtem Chlorophyll, léscht zunehmend die Fluoreszenz des Blatt- 
farbstoffes. Die Orte, an denen das AO, photochemisch entsteht und 
die Orte, an denen es in AO; umgewandelt wird, miissen demnach 
verschieden sein. Fiir die Umwandlung von AQ, in AO; ist fluoreszenz- 
fahiges Chlorophyll der Sensibilisator, denn die rote Chlorophyll. 
fluoreszenz wird durch AO, ausgeléscht. Der Ort, an welchem photo- 
chemisch das AQ, erst gebildet wird, muB auch farbig sein. Die 


Frage, inwieweit er nach der photochemischen Abspaltung des AO, 


an der im darauf folgenden Fluoreszenzanstieg erreichten maximalen 
Helligkeit mit beteiligt ist, d.h. wie weit er selbst fluoreszenzfihiges 
Chlorophyll enthalt, ist noch nicht geklart. Die in der Kurve ILin Abb. 13 
abgebildete Fluoreszenzintensitat zeigt vielleicht nicht die tatsachliche 
Anfangshelligkeit an, weil infolge einer, wenn auch sonst zu vernach- 
lassigenden Tragheit der MeBanordnung, der Elektrometerfaden etwa 
0,02 Sekunden zur Einstellung auf eine gegebene Fluoreszenzhelligkeit 
braucht. Ein Abfall, der in dieser Zeit vor sich geht, kame nicht zur 
Abbildung. Ein solcher Abfall ist aber nach der steilen Anfangsneigung 
des, insgesamt in etwa 0,08 Sekunden stattfindenden Abfalls méglich. 
Die Anfangshelligkeit kénnte demnach bedeutend héher liegen als sic 
abgebildet wurde. Fiir die weiteren Erérterungen ist diese Frage aber 
nicht von entscheidender Bedeutung. , 


Aus den bisher besprochenen Versuchen geht hervor, daf bei 
normalen AuBenbedingungen in der Pflanze im Augenblick der Be- 
lichtung zwei voneinander unabhaingige photochemische Reaktionen 
einsetzen. Wir fassen im folgenden kurz deren Eigenschaften zusammen. 


1. Die Reaktion des Fluoreszenzanstiegs. Sie bedeutet die durch: 
fluoreszenzfaihiges Chlorophyll sensibilisierte photochemische Um- 
wandlung eines fluoreszenzléschenden Stoffes (AQO,) in einen nicht 
fluoreszenzléschenden (AO;). Die Konzentration des vorhandenen 
AO, (Anfangshelligkeit) ist unterhalb eines bestimmten Sattigungs- 
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druckes vom Sauerstoffdruck abhangig: im Gebiet der Sattigung ist 
sie von der Temperatur unabhangig. 

2. Die Reaktion des primaren Fluoreszenzabfalls (Depression). 
Es entsteht AO, photochemisch an einem lichtabsorbierenden Ort, 
der nicht identisch mit dem Sensibilisator der Reaktion 1 sein kann. 
Der Vorgang ist deutlich temperaturabhangig, aber unabhangig vom 
Q,-Druck. Aus dem AO, entsteht dann weiter im Licht (nach Reak- 
tion 1) AO;. 

Sowohl nach Reaktion 1 wie nach Reaktion 2 entsteht A Of, welches 
auf alle Falle das Endprodukt der beiden photochemischen Reaktionen 1 
und 2 darstellt. Wiirden keine weiteren Vorgainge eingreifen, dann 
miBten alle Kurven nach Umwandlung der fluoreszenzléschenden 
Verbindung AO, zu einer konstanten maximalen Endhelligkeit fithren. 
Man sieht aber aus den Kurven, daB je nach den Bedingungen friither 
oder spater auf ein mehr oder minder hohes Fluoreszenzmaximum 
die Fluoreszenz zunehmend abfallt. Es muB als noch, wie wir schon 
friiher feststellten, ein weiterer Vorgang bestehen, welcher mit zu- 
nehmender Geschwindigkeit den die Fluoreszenz nicht beeinflussenden 
Stoff AO, wieder in die fluoreszenzléschende Form AQOs, tiberfiihrt. 
Die Geschwindigkeit dieser Reaktion ist abhangig von der Temperatur 


und von der O2-Konzentration und nimmt im Gegensatz zu den beiden 
besprochenen photochemischen Reaktionen mit wachsender Belichtungs- 


zeit zu. Ursache dieser Reaktion ist ein Stoff, dessen Konzentration 
mit der Belichtungszeit rasch anwachst. 

Wir bringen nochmals eine wichtige Tatsache in Erinnerung. 
Wenn man nach Ablauf der normalen Fluoreszenzkurve verdunkelt 
und unmittelbar darauf wieder belichtet, beobachtet man nicht wieder 
den normalen Kurvenverlauf. Es ist kein Fluoreszenzanstieg zu sehen. 
Die Fluoreszenz bleibt etwa so weit geléscht, wie gerade vor dem Ver- 
dunkeln. Das riihrt daher, daB die den Fluoreszenzabfall hervorrufende 
Reaktion gleich mit unverminderter Geschwindigkeit wieder einsetzt. 
Je langer man jedoch die Dunkelzeit wahlt, um so mehr tritt wieder die 
Anstiegsreaktion bei immer starker gehemmter Abfallsreaktion hervor, 
d.h. um so mehr nahert sich beim Wiederbelichten der Kurvenverlauf 
dem normalen, und erst nach einer bestimmten langeren Dunkelzeit 
wird beim Belichten wieder die Normalkurve erhalten. Es ist also nach 
Ausschalten der Belichtung noch ein Stoff vorhanden, dessen Menge die 
Geschwindigkeit des fluoreszenzléschenden Vorgangs bestimmt. Wir 
bezeichneten ihn, da wir seine Zusammensetzung nicht kennen, mit X. 
Mit zunehmender Dunkelzeit verringert sich (abhangig von der Tem- 
peratur) die Konzentration dieses Stoffes bis auf ibren Anfangswert. 

Wir beobachten, in der Versuchszeit bis zu 1 Minute, zweimal 
im zeitlichen Verlauf der Kurve temperaturabhangige Reaktionen, 
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welche einen Fluoreszenzabfall bewirken, d.h. in welchen AO, 
tluoreszenzl6schender Stoff entsteht. Die erste Reaktion (Fluoreszei;.- 
depression) tritt ein, sobald belichtet wird, die zweite, der auf das Flv. 
oreszenzmaximum folgende Fluoreszenzabfall, kommt erst durch die 
Mitwirkung des im Licht entstehenden Stoffes X zustande. Es lieyt 
auBerordentlich nahe anzunehmen, da in beiden Fallen das AQ, 
aus AO, entsteht. Nur ist es im Belichtungsbeginn in einer durch, 
Licht angreifbaren Form vorhanden, im Fluoreszenzabfall muB es da 
gegen erst durch das X in diesen Zustand iibergefiihrt werden. Nach 
Unterbrechung des Fluoreszenzabfalls durch Verdunkeln und Abwarten 
einer zur vollkommenen Riickbildung des X ausreichenden Dunkelzeit 
ist bei erneutem Belichten neben AO, die photochemisch zersetzbare 
Substanz wieder vorhanden, welche im ersten Fluoreszenzabfal! 
(Depression) AO, abspaltet. Diese ist demnach im Fluoreszenzabfal! 
unter Mitwirkung des X aus AO; entstanden. Es folgt daraus, dati 
die Bildung des AO, in der Depression und in dem auf das Fluoreszenz- 
maximum folgenden Abfall ein und dieselbe Reaktion ist. 

Die Konzentrationszunahme von X, welche den Verlauf des Flu 
oreszenzabfalls bestimmt, ist von Licht und Temperatur abhingiyg 
Das X entsteht entweder in einer selbstaéndigen photochemischen 
Reaktion oder in einer Folgereaktion eines photochemischen Vorgangs. 
Die letztere Auffassung diirfte die wahrscheinlichere sein. 

Wir unterscheiden jetzt im ganzen deutlich drei Vorgange, welche 
den Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven zugrunde liegen: 

1. Die photochemische Umwandlung von AO, in AO; an einem 
fluoreszierenden Chlorophyllsensibilisator. 

2. Die Umwandlung von AO; in Gegenwart von X in einen licht 
absorbierenden Komplex. Bezeichnen wir ihn mit KAO,. 


3. Die photochemische Umwandlung des Komplexes KAO, 
wobei AO, wieder entsteht. 


Uberblicken wir den gewonnenen Standpunkt : Aus einer fluoreszenz 
léschenden Verbindung (AQOg.) entsteht mit Hilfe eines Lichtquants eine 
nichtfluoreszenzléschende Substanz (AOJ). Diese geht mit Hilfe einer 
Verbindung X in einen Komplex (KAO) tiber. Durch Absorption 
eines Lichtquants wird aus diesem wieder der urspriingliche fluoreszenz 
léschende Stoff (AO.) abgespalten. Wir sehen eine komplizierte Folge 
von Reaktionen vor uns, bei der die stofflichen Anderungen in der 
Bilanz gleich 0 sind. In dem Kreislauf, in welchem die fluoreszenz- 
léschende Substanz tiber die nicht fluoreszenzléschende in die urspriing- 
liche wieder zuriickgebildet wird, werden mindestens zwei Licht quanten 
verbraucht. Es kann sich also nur um einen rein energetischen Vorgany 
handeln. Es liegt anscheinend ein planmaBiger Mechanismus zur Um 
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wandlung des absorbierten Lichtes in chemische Energie vor. Damit 
vewinnt dieser Vorgang an Interesse im Hinblick auf die Kohlensaure- 
assimilation, welcher der Vorgang in der Pflanze ist, in welchem die 
Lichtenergie in chemische Energie verwandelt wird. 


Diskussion des Reaktionszyklus. 


Der eben besprochene Kreisproze8 der Umwandlung und Wieder- 
gewinnung des AQ, im Licht ist in dem Schema Abb. 16 zusammen- 
gefabt. 
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Abb. 16. Uberblick iiber die fluoreszenzveriindernden Vorgiinge im Chloroplasten. 


Zunachst wollen wir sehen, wie weit die einfachste Annahme einer 
dissoziablen Sauerstoffverbindung als fluoreszenzléschender Stoff in 
Einklang mit den verschiedenen Tatsachen steht und den von anderer 
Seite vorgebrachten Gegenargumenten standhalt. 

Die Fluoreszenzanderungen lassen sich nur aus dem Zusammen- 
wirken von fluoreszenzfihigem Chlorophyll mit einem Fremdstoff 
erklaren, denn die Fluoreszenzinderungen werden durch oberflachen- 
aktive Stoffe aufgehoben. 

Die Abhangigkeit der Fluoreszenzianderungen vom O.-Druck 
spricht fiir eine Beteiligung des Sauerstoffs an der Fluoreszenzléschung. 
Die Konzentration des im Chloroplasten gelésten freien Sauerstoffs reicht 


jedoch nieht dazu aus, die Fluoreszenz des Chlorophylls (es liegt keine 


Phosphoreszenz vor) so stark zu léschen wie es tatsachlich der Fail ist. 
Bej 10 °,, O. kénnte eine Léschung der Chlorophyllfluoreszenz tiberhaupt 
nicht zu beobachten sein. Freier Sauerstoff ist demnach nicht der 
fluoreszenzléschende Stoff. Der Sauerstoff kénnte ferner dissoziabel 
direkt an das Chlorophyll gebunden sein und so mit sehr guter Ausbeute 
die Fluoreszenz léschen. Diese Fluoreszenzléschung wird jedoch durch 
einfache Adsorption oberflachenaktiver Stoffe vollkommen aufgehaben. 
Das wiirde den Anschein einer vollkommenen Dissoziation der disso- 
ziabeln Sauerstoffverbindung erwecken. Es ist aber nicht einzusehen, 
wieso durch eine Diffusionshemmung infolge Adsorption oberflachen- 
aktiver Stoffe die Lage des Dissoziationsgleichgewichts zugunsten einer 
Dissoziation verschoben sein sollte. 
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Es kann sich also bei der Fluoreszenzléschung nur darum handeln. 
daB eine fluoreszenzléschende Verbindung, deren Konzentration vom 
Oo-Druck abhangig ist, an der Chlorophylloberfliche adsorbiert wird 
und mit angeregtem Chlorophyll unter Ausléschung der Fluoreszenz 
reagiert. Diese Verbindung wird durch stark oberflachenaktive Stoffe 
von der Chlorophylloberfliche verdrangt. 

Es ware denkbar, daf der fluoreszenzerhéhende EinfluB des O,. 
Mangels ein sekundarer ware. Dabei kénnte es sich darum handeln. 
da oberflaichenaktive Stoffe entstehen, welche die Wechselwirkung 
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Abb. 17. Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven von Ulva lactuca bei 20°. 
Kurve I: bei normalen Bedingungen (Luft mit 0,4 °/9 CO.). Kurve II: nach vorherigem, 100 Min 
wihrendem Evakuieren und Luftzugabe unmittelbar vor dem Belichten. t = 3,4 Sek. 


zwischen angeregten Chlorophyllmolekiilen und dem _ fluoreszenz- 
léschenden Stoff verhindern, oder es kénnten durch Garungsvorgange 
reduzierende Stoffe entstehen, die den fluoreszenzléschenden Stoff in 
eine reduzierte, nicht fluoreszenzléschende Form iiberfiihren. In Gegen- 
wart oberflichenaktiver Stoffe miiBte nach der Wirkung absichtlich 
zugesetzter oberflachenaktiver Stoffe zu urteilen die Geschwindigkeit 
des Fluoreszenzanstiegs und -abfalls erstens weitgehend gehemmt sein, 
und zweitens diirften die Veranderungen in der Fluoreszenzintensitats- 
Zeitkurve, welche durch langen QO ,-Entzug hervorgerufen werden, 
durch O,-Zugabe nicht sogleich wieder riickgingig gemacht werden. 
Zu dem ersten Punkt ist zu bemerken, da8 bei vollkommenem, lang 
dauerndem O,-Entzug (5 Stunden) der primare Abfall und der Anstieg 
ungehindert sehr ausgepragt und rasch erfolgen (Abb. 13). Zu Punkt 2 
ist zu sagen: Entzieht man der Ulva 100 Minuten (durch vollkommenes 
Evakuieren) den Sauerstoff, so erhalt man beim Belichten die Kurve II 
in Abb. 13. Fiihrt man den Versuch jedoch so aus, daf} man nach dem 
Evakuieren und unmittelbar vor dem Belichten 50 Sekunden lang Luft 
in das Versuchsgefil} strémen laBt und dann erst belichtet, so erhalt 
man, wie aus Abb. 17 ersichtlich ist, eine Kurve, die der bei normalen 
Anfangsbedingungen entspricht. Die durch O,-Entzug hervorgerufenen 
Veranderungen werden demnach durch erneute Sauerstoffzugabe 


sogleich riickgingig gemacht. Eine Hemmung der _fluoreszenz- 
verandernden Vorgange durch Bildung oberflachenaktiver Stoffe in- 
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folge des Oo-Entzugs kann somit nicht zur Erklarung der Kurvenform 
bei niederen O.-Konzentrationen herangezogen werden. 

Nach neueren Angaben verschiedener Autoren (Gaffron!, Gene- 
vois? u.a.) gart die Pflanzenzelle, wenn ihr der zur Atmung ndétige 
Sauerstoff vollstindig entzogen wird, insbesondere, wenn garfahige 
Substanzen zugesetzt werden. Es ware denkbar, da reduzierende 
Zwischenprodukte der Garung die fluoreszenzléschende Verbindung 
zu einer nicht fluoreszenzléschenden reduzieren kénnten und auf diese 
Weise die durch Sauerstoffmangel gesteigerten Anfangshelligkeiten in 
den Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven zustande kamen. Diese Er- 
klarungsmoglichkeit wird sehr unwahrscheinlich, wenn man sich folgende 
Angaben von Genevois und von Gaffron vor Augen halt. Algen der ver- 
schiedensten Art géren nach Genevois bei fehlendem Sauerstoff ohne 
Zugabe garfihiger Substanzen nicht. Bei allen unseren Versuchen mit 
geringen O,-Konzentrationen waren die Algen vor dem QO,-Entzug 
3 Stunden bei Luftzufuhr im Dunkeln. Es ist anzunehmen, daB in 
dieser Zeit die in den Algen an sich geringen Mengen girfahiger Sub- 
stanz veratmet werden, so dab eine Garung bei nachfolgendem Sauerstoff- 
entzug nicht mehr zu erwarten ist. Trotzdem finden wir schon bei 
1°, Og eine deutliche Beeinflussung der Fluoreszenzkurve (Abb. 10): 
die Anfangshelligkeit wird heraufgesetzt. 

Gaffron hat Versuche tiber den Einflu8 von vollkommenem Sauer- 
stoffmangel auf die Assimilation angestellt. Nach seinen Angaben 
findet bei vollkommenem Sauerstoffmangel Garung statt, die allerdings 
erst nach langen Zeiten einen Einflu8 deutlich werden laBt. Er findet 
in Stickstoffatmosphare bei Scenedesmus trotz Zuckerzusatz bis zu 
17 Stunden Dunkelzeit keinen EinfluB8 auf die Assimilation. In einer 
Stickstoffatmosphire bei Verwendung von Sauerstoffabsorptionsmitteln 
und dichten Zellsuspensionen beobachtet er nach 3 Stunden mit und 
ohne Glucosezusatz keine Anderung der Assimilationsgeschwindigkeit. 
Erst nach 17 Stunden trat die erwartete Beeinflussung ein. Er fiigt 
hinzu, daB die Assimilationshemmung nicht so sehr davon abzuhangen 
schien, wie griindlich man der Pflanze den Sauerstoff entzog, sondern 
wie lange. Bei uns war die Zeit des Sauerstoffentzugs im Verhiltnis 
zu den von Gaffron angewendeten Zeiten kurz, bei den Versuchen 
(Abb. 10) 60 bis 90 Minuten, dafiir die Griindlichkeit des Sauerstoff- 
entzugs sehr verschieden, da wir ja die Kurven bei verschiedenen, 
definierten, geringen Sauerstoffdrucken gemessen haben. Die Anfangs- 
helligkeit, d.h. die Anfangskonzentration an fluoreszenzléschender 
Substanz, ist durch den eingestellten Sauerstoffdruck gegeben. Fiir die 


1 H. Gaffron, diese Zeitschr. 280, 337, 1935. — 2 L. Genevois, ebenda 
186, 461, 1927. 
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Erklarung der Abnahme von AO, durch Herabsetzen der Sauerstoff. 
konzentration koénnen die Garungsvorginge nicht herangezogen werde) 
Die Tatsache, daB die wirksame Anfangskonzentration der fluoreszeiz. 
loschenden Verbindung bei 20° erst unterhalb eines geringen Sauerstoff. 
drucks (zwischen 10 und 1°%,) vom Sauerstoffdruck abhangig wird. 
findet ihre ungezwungendste Erklarung in der Annahme einer disso 
ziablen Sauerstoffverbindung. Mit Hilfe dieser Auffassung sind unsere 


Versuchsergebnisse widerspruchslos zu erklaren. Dazu gehért auch dic 
Beobachtung, da durch Evakuieren mittels Hochvakuumpumpe die 


letzten Reste von Sauerstoff nur schwer zu entfernen sind. Dieses 
steht gerade im Gegensatz zu einer Bemerkung in Gaffrons Arbeit 
daB eine unter SauerstoffausschluB giarende Zelle durch ihre eigene 
Tatigkeit rascher von den letzten Spuren Sauerstoff befreit werden 
miiBte als durch irgendein im umgebenden Medium vorhandenes Sauer 
stoffabsorptionsmittel. Die Annahme, AQ, sei eine dissoziable Sauer. 
stoffverbindung, ist die wahrscheinlichste. In der einfachsten Form wird 
das Dunkeldissoziationsgleichgewicht 


AO, =A +0, 


Sipe al 
geschrieben [siehe rechts im Schema (Abb. 16)]. Die den Sauerstoff 
bindende Komponente (A) ist bisher nicht ermittelt worden. A_ be 
einfluBt die Chlorophyllfluoreszenz nicht, wie aus der steigenden An 
fangsfluoreszenzhelligkeit mit abnehmendem Sauerstoffdruck zu sehen 
ist. AQ, léscht die Fluoreszenz des Chlorophylls; zu diesem Zweck 
mu es mit demselben in unmittelbare Wechselwirkung treten, d. h 
an den Sensibilisator mehr oder minder fest adsorbiert sein. Das A Oy, ist 
im Belichtungsbeginn in einer Konzentration vorhanden, welche dem 
Chlorophyll sehr weitgehend die Méglichkeit nimmt, zu fluoreszieren 
Die Anfangsfluoreszenzhelligkeit ist jedoch nicht 0. Ob die geringe 
langwellige Fluoreszenz im Belichtungsbeginn vom Chlorophyll herriihrt 
oder von anderen fluoreszenzfahigen Stoffen, wie z. B. von Carotinoiden 
ist vorlaufig nicht zu entscheiden. 

Lichtabsorption bewirkt Umwandlung des AQ, in den_nicht- 
fluoreszenzléschenden Stoff AO, 


AO, + Ch* = AO¥ + Ch. 


Auch hier sind wir nicht in der Lage, Angaben iiber den stofflicben 
Charakter des photochemischen Umwandlungsproduktes AO; zu 
machen. Um die Einstellung eines Lichtgleichgewichts 

Licht 


A O. A + O. 


apis 
Dunkel 


kann es sich bei dem Fluoreszenzanstieg nicht handeln, denn der Flu- 
oreszenzanstieg wird durch Anderungen der Sauerstoffkonzentration 
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zwischen 10 und 80°, nicht beeinfluBt. Ein photoxydativer Verbrauch 
des Sauerstoffs ist auch nicht anzunehmen, weil dabei A entstiinde, 
welches insbesondere bei héheren Sauerstoffdrucken rasch wieder das 
fluoreszenzléschende AO, zuriickbilden wiirde. Auf diese Weise wire 
die zwischen 10 bis 80°, O, beobachtete Druckunabhiangigkeit des 
Fluoreszenzanstiegs nicht méglich. Die wahrscheinlichste Annahme 
diirfte die einer photochemischen Umlagerung der dissoziablen Sauerstoff- 
bindung AQ, in eine vielleicht peroxydische Bindung (AO) unter 
Ubernahme von Anregungsenergie € sein. 

Wir wenden uns jetzt dem Vorgang zu, bei dem unter Fluoreszenz- 
verminderung AO, aus dem Komplex KAO; entsteht (Fluoreszenz- 
depression). Der Komplex KAO; ist im Gegensatz zu AQ, licht- 
empfindlich. Welches ist der lichtabsorbierende Anteil des Komplexes ! 
Die Geschwindigkeiten der beiden gleichzeitig an zwei verschiedenen 
Sensibilisatoren 1 und 2 (Abb. 16) verlaufenden photochemischen 
Reaktionen AO, + AO; und KAO; -— AQ, sind von Aahnlicher 
GréBenordnung. Das geht aus der Anfangsneigung des primaren Ab- 
falls (Kurve IL in Abb. 13), aus der GréBe der Beeinflussung des Flu- 
oreszenzanstiegs durch die Depression in normalen Kurven und aus der 
tiefen Lage des stationiéren Zustands bei hdheren Temperaturen hervor. 
Dementsprechend wird die Wahrscheinlichkeit der Lichtabsorption 
fiir beide Reaktionen von ahnlicher GréBenordnung sein. Die Re- 
aktion AO, — AO wird durch fluoreszierendes Chlorophyll oder viel- 
leicht durch die gesamten Chloroplastenfarbstoffe, die Chlorophylle 
und Carotinoide, sensibilisiert; auBer diesen Farbstoffen sind farbige 
Verbindungen nicht in vergleichbarer Menge mit jenen vorhanden, 
so daB als Sensibilisator 2 fiir die photochemische Umwandlung des 
Komplexes KA Os auch nur die genannten Farbstoffe in Frage kommen, 
und zwar in einer Menge, die der des Sensibilisators | fiir die photo- 
chemische Reaktion AO, — AOQJ in der Gré®enordnung entspricht. 

Absorbiert der Komplex KAO; Licht, so entsteht AQs, bzw. 
Sauerstoff und A (Fluoreszenzabfall der Depression). Die AOJ bindende 
Stelle bleibt nach der Lichtabsorption irgendwie verandert zuriick. 
AO; wird entweder nicht wieder gebunden oder durch Licht nicht 
wieder zersetzt (Fluoreszenzmaximum). Erst durch die Substanz X, 
deren Konzentration mit der Belichtungszeit zunimmt, wird das im 
Fluoreszenzanstieg gebildete AO; wieder der photochemischen Zer- 
setzung zuganglich (Fluoreszenzabfall). Es liegen, wie aus der Be- 
einflussung der Fluoreszenzinderungen in Grana-Sedimenten! und aus 
Vergleichen mit Ergebnissen von Blinks und Skow? hervorgeht, be- 


1 H. Kautsky u. R. Hormuth, diese Zeitschr. 291, 287, 1937. — *? L. R. 
Blinks u. R. K. Skow, Proc. nat. Acad. Sci. U. 8S. A. 24, 413, 420 —427, 1938. 
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griindete Vermutungen dafiir vor, daB die Anderungen der Konzen.- 
tration von X Anderungen des py bedeuten, und zwar in dem Sinne, 


da®B einer py-Zunahme eine Zunahme von X gleichkommt. 


Wenn der Kreislauf (Schema Abb. 16) die Energie fiir den Assi 
milationsproze!} liefert, dann ist KAO; die Stelle des Sensibilisators 2. 
an der die Energie dem Assimilationsvorgang zugefiihrt werden kénnte. 
Daselbst miiBten die Kohlensaéure oder fiir die Kohlenséurereduktion 
wichtige Stoffe gebunden sein. An dieser Stelle stehen gleichzeitig 
mindestens zwei Energiequanten auf einmal zur Verfiigung: das im 
KAO; absorbierte Lichtquant und das in ihm enthaltene e. Die ver. 
mutlich katalytische Abspaltung des AO, aus dem durch Lichtabsorption 
veranderten Komplex KAO} ist gemaB den entwickelten Vorstellungen 
kein Vorgang, welcher Energie verbraucht, sondern vielmehr Energie (¢) 
liefert. 


Es sind immer wieder Versuche angestellt worden, die Frage zu 
entscheiden, ob fiir den Beginn der Kohlenséureassimilation der Sauer- 
stoff eine Voraussetzung ist. Nach unseren Resultaten ist in der Pflanze 
auch bei vollkommener Anaerobiose immer KAO; vorhanden, dessen 
Konzentration vom Sauerstoffdruck unabhangig ist. Sobald belichtet 
wird, ensteht Sauerstoff und A. Im Belichtungsbeginn ist demnach 
immer Sauerstoff vorhanden. Alle Angaben iiber die Kohlensaure- 
assimilation griiner Blatter in vollkommen sauerstofffreiem Medium 
sind deshalb von diesem Gesichtspunkt aus zu betrachten. 


Der Ort der unmittelbaren Umwandlung der Lichtenergie in chemi- 
sche Energie in der Pflanze ist nicht der gesamte Chloroplast, sondern 
sind die in ihm enthaltenen griinen Grana!. Diese lassen sich verhaltnis- 
maBig gut in groBer Menge isolieren in Form von Suspensionen oder 
salbenartigen Sedimenten. Das Fluoreszenzverhalten eines solchen 
Granasedimentes (Clematis panniculata) ist charakterisiert durch einen 
Fluoreszenzanstieg, dem kein Fluoreszenzabfall folgt. Zum Ablauf des 
gesamten Kreislaufs fehlt dem Grana die Fahigkeit, das im Fluoreszenz- 
anstieg entstehende AO; in den lichtabsorbierenden Komplex KAO, 
iiberzufiihren. Nachdem noch keine exakten Messungen des beobachteten 
Fluoreszenzanstiegs in Form von Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven 
vorliegen, ist nicht bekannt, ob bei den Grana eine Fluoreszenzdepression 
im Fluoreszenzanstieg auftritt. Bei Grana, die vor Licht geschiitzt 
dargestellt wurden, ware sie allenfalls zu erwarten, weil das in der 
Pflanze erhaltene KAO, in den Grana unverandert geblieben sein 
kénnte. Soleche Grana miiBten im Vakuum belichtet eine geringe Menge 
Sauerstoff abspalten. Eine sehr geringe Sauerstoffentwicklung wurde 


| EF. Heitz, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 54, H. 5, 1936. 
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auch tatsachlich bei derartigen Versuchen mit Hilfe der 4uBerst empfind- 
lichen Phosphoreszenzléschung von Farbstoffadsorbaten nachgewiesen. 

Dieser Nachweis der O,-Entwicklung steht in Zusammenhang 
mit den wichtigen Versuchen von 2. Hill‘, die Grana_ kiinstlich 
zum Assimilieren zu veranlassen (Hill spricht von isolierten Chloro- 


plasten). Nach Hill vermégen belichtete, sauerstofffreie Chloroplasten 
keinen Sauerstoff abzuspalten. Fiigt er jedoch einer Suspension der- 
selben in Sauerstoffabwesenheit Fe!!! in Form von Kaliumferrioxalat 
oder Pflanzenausziigen zu, so erlangen sie die Fabigkeit, in Abhangigkeit 
von der zugesetzten Fe!!!-Menge Sauerstoff zu produzieren. Die Menge 
des in Freiheit gesetzten Sauerstoffs vermag seinen mitgeteilten Ver- 
suchsergebnissen nach die Anzahl der vorhandenen Chlorophyllmolekiile 
bei weitem zu iibertreffen, so da} der Sauerstoff nicht allein aus der 
Zersetzung des vor dem Belichten vorhandenen K AO; stammen kann2?. 
Es hat sehr den Anschein, da die Grana kiinstlich zur Abspaltung 
von Sauerstoff (Assimilation?) gebracht wurden. 


Zusammenfassung. 


I. Es wurde eine Methode ausgestaltet, die es erlaubt, tragheitslos 
sehr geringe, rasch verlaufende Fluoreszenzinderungen in Form von 
photographisch registrierten Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven — zu 
messen. 

Il. Mit der aufgebauten Apparatur wurden Fluoreszenzintensitats- 
Zeitkurven der Meeresalge Ulva lactuca bei verschiedenen Auben- 
bedingungen aufgenommen, und zwar bei verschiedenen Temperaturen 
und bei verschiedenen O.-Konzentrationen. 

IIL. Die Geschwindigkeiten der in den Kurven zum Ausdruck 
kommenden Reaktionen sind sehr verschieden abhangig von Temperatur 
und Sauerstoffdruck, so daB es gelingt, einzelne Vorginge, bei weit- 
gehender Hemmung aller anderen, recht rein zur Abbildung zu bringen. 

IV. Drei Vorgange sind eindeutig auf diese Weise isoliert worden, 
und zwar: 

1. Ein temperaturunabhangiger Fluoreszenzanstieg: Eine disso- 
ziable Sauerstoffverbindung (AO, —~ A +- O.) ist im Chloroplasten vor- 
handen, welche die Fluoreszenz des Chlorophylls ausléscht. Sie tiber- 
nimmt Energie vom angeregten Chlorophyll und bildet dabei eine nicht 
fluoreszenzléschende Verbindung AO; (AO, + Ch* = AO; + Ch). 

2. Ein temperaturabhangiger primirer Fluoreszenzabfall: Ein 
lichtabsorbierender Komplex KAO,’ spaltet im Licht O, + A bzw. 
AQgz ab. 

1 R. Hill, Sauerstoffentwicklung durch isolierte Chloroplasten. Nature 
139, 881, 1937. — ? Vgl. H. Kautsky, Naturwiss. 26, 14, 1938. 
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3. Ein temperaturabhangiger sekundarer Fluoreszenzabfall: Dic 


nach in I., in dem Fluoreszenzanstieg, entstehende Verbindung AO, isi 
nicht lichtempfindlich. Erst durch einen noch unbekannten Stoff X wird 
das AO, in Form von KAOJ lichtempfindlich und spaltet nach 2. 
AQzs ab. 

V. Fassen wir die Reaktionen zusammen: AO, bildet mit Hilfe 
eines Lichtquants AOJ. Letzteres geht in der Form von KAO; mit 
Hilfe eines weiteren Lichtquants wieder in die Verbindung AQOz iiber. 
Es besteht demnach ein Kreislauf des AQ,, in welchem die stofflichen 
Anderungen in der Bilanz gleich 0 sind, bei dem aber mindestens zwei 
Lichtquanten verbraucht werden, und zwar gibt der Kreislauf dic 
Moglichkeit, gleichzeitig beide Lichtquanten an einem Ort (KAO; 
zur Verwendung zu bringen. Dieser Vorgang ist, wie die Fluoreszenz- 
intensitats-Zeitkurven anderer Pflanzen zeigen, ganz allgemein in den 
Chloroplasten griiner Pflanzen zu finden. 


Wir sind der Forschungsgemeinschaft der deutschen Wissenschaft 
fiir die zur Verfiigung gestellten Apparate und der I. G. Farben- 
industrie Leverkusen fiir die bereitwillige Unterstiitzung der Arbeit 
sehr dankbar. 





Beitrag zur Kenntnis pflanzlicher Phosphatide 
und Lecithine. 
VI. Mitteilung: 
Das Phosphatid des Rapses. 
Von 
B. Bleyer, W. Diemair und . Weiss. 
(Aus dem Universititsinstitut fiir a und Lebensmittelchemie 
Miinchen und -aus dem Universitatsinstitut fiir Nahrungsmittelchemie 
Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 22. Juni 1939.) 


Zur Untersuchung gelangte ein aus Raps technisch gewonnenes 
Rohlecithin ,,Rapsithin’* (Deutsches Lecithin!). Das Phosphatid wurde 
mehrmals umgefallt und dadurch vom gr6éBten Teil der begleitenden 
Fettsiuren befreit. Daraus konnte ein in Ather vollstandig unléslicher, 
in Chloroform leicht léslicher Phosphatidanteil mit dem P : N-Verhaltnis 
1: 0,867 und mit dem hohen Phosphorgehalt von 3,83°, gewonnen 
werden. Anscheinend war dieser Anteil durch die lange Lagerung, 
wohl infolge kolloidchemischer Veranderung (Polymerisation, Aggre- 
gation) vollkommen atherunléslich geworden; er war nur in Chloroform 
leicht léslich und aus dieser Lésung mit Aceton ausfallbar und zeigte 
wie auch andere Rapsithinpriparate bitteren Geschmack. 


Tabelle I. 





Phosphor- Von 

” saures 100 cem ecm . ‘ 

Priiparat Ein- (Ammonium- entnom- n/10- — — 
waage molybdat men HCI** wer wer 


mg ecm * 


rim 


Rohrap- | 1,4740 = 349,2 10 = 3,26 3,411 3.35 1,240 : 0,806 


sithin | 1,8962 435,0 10 4,07 3,301 1,202 


0,3238 217,4 25 | (0,87 «=| 3,866 49 | 1,510 - 0.867 
0,6887  455,8 25 | 1,83 || 3,810 | “*~* || 1,490 <7 


1,1590 = 267,7 10 = 2,51 “|| 3,318 1,221 0.816 
1,6003  361,2 10 = 3,45 || 3,257 1,200 vee 


1,9982 462,1 10 4,41 | 3,300 . 1,239 0,820 
1,7503 402,4 10 3,84 3,310 1,232 Lh di 
* Zur Phosphorséurebestimmung. 
** Von 100 cem wurden 25cem zur Titration verwendet : 
A = iither- und chloroformlésliches Phosphatid, 
B = in Ather unlésliches, chloroformlésliches Phosphatid, 
C = alkoholléslicher Teil von A (kephalinfreies Lecithin). 


1 Hersteller: Noblee u. Thérl, Harburg-Wilhelmsburg 1. 
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Ein atherloslicher Teil zeigte ein ahnliches P: N-Verhaltnis (P. \ 
1: 0,816), aber mit dem niedrigen Phosphorgehalt von 3,28 °,. Der 
Kohlenhydratgehalt dieser Fraktion betrug 0,22°,. Ein vom Amino 
stickstoff und von Kohlenhydrat befreiter Anteil besa® annahernd das 
gleiche P: N-Verhaltnis, namlich 1: 0,820 (P == 3,32), beim Roh. 
rapsithin wurde ein P : N-Verhaltnis von 1 : 0,806 gefunden (P = 3,35 ° , 
Die bei den verschiedenen Priaparaten erhaltenen P: N-Werte 
sind in Tabelle I zusammengefaBt. 


Hier fallen die durchgangig sehr niedrigen Stickstoffwerte auf und 
legen die Vermutung nahe, daB ein Teil des Basenanteils durch dic 
Wasserdampfbehandlung des Rapsithins bei der technischen Her 


stellung abgespalten worden sei. 


Untersuchung der Fettsiuren des itherléslichen Rapsithins. 

Durch Hydrolyse mit 10 °,iger Salzsiure wurden im Mittel 61,5 ' 
Fettsiure erhalten, die nach Twitchell bzw. Bertram folgende Werte 
fiir die festen Fettsduren ergaben. 





Feste Fettsiéiuren Feste Fettsiuren 


Einwaage | _ catia ianeem! | Ser Einwaage 
g g %Fo g g 0 


Verfahren 


Twitchell || 21,1703 | 3,2414 16,31 Bertram 4,0431 0,6813 16,85 
8,7321  1,38082 14,98 4,2814 0,7180 16,87 


Mittelwert: 15,15 Mittelwert: 16,86 





Daraus errechnen sich nach Twitchell 84,85°, und nach Bertram 
83,14°, fliissige Fettsiuren; die Mittelwerte beider Bestimmungen sind 


Feste Fettsauren 16.0%, 
Fliissige Fettsaiuren $4.0 %, 


' Verhaltnis fest : fliissig — 16: 84 


Die Jodzahlen der nach dem 7'witchell-Verfahren gewonnenen 
festen Fettséuren liegen in folgender GréBenordnung: 





Einwaage ecem n/10-Na, 8. 03- 
g Lésung 


Jodzahl 


0,2488 0,55 2,81 

0,3035 0,76 3,18 
Da die Jodzahl der durch die T'witchell-Methode erhaltenen festen 
Fettséuren 2,8 bis 3,2 betrug, d.h. die festen Fettsaiuren nicht voll- 
standig von den fliissigen Fettsiuren abgetrennt waren und die Be- 
stimmung der Jodzahl der nach Bertram erhaltenen festen Fettsauren 
negativ ausfiel, wurden beide Verfahren folgendermaBen kombiniert : 
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Die nach Twitchell abgetrennten Bleisalze der festen Fettsauren wurden 


mit Salpetersiure freigemacht, in Ather aufgelést, der Ather abdestilliert 


und die erhaltenen, mit fliissigen Fettsauren verunreinigten festen 
Fettsiuren nach Bertram mit 5°oiger Kaliumpermanganatlésung ver- 
setzt und weiter behandelt; im iibrigen wurde — wie das Verfahren 
vorschreibt — itiber die Magnesiumsalze umkristallisiert. 

In den erhaltenen Fettsauren wurde die Jodzahl mit 56,5 ermittelt. 
Es lag die Vermutung nahe, daB es sich um eine einfach ungesattigte Saure, 
wahrscheinlich Olsdure, handelt, die allerdings noch mit gréBeren Mengen 
festen Fettsauren, Oxyfettsaiuren, polymerisierten Sauren und Unverseif- 
barem verunreinigt sein mubte. Die Art der Darstellung und die lange 
Aufbewahrungsdauer macht das Auftreten dieser Stoffe wahrscheinlich. 

Die fliissigen Fettsauren wurden abermals nach der Bleisalz-Alkohol- 
methode behandelt, wobei noch betrachtliche Mengen von festen Bleiseifen 
ausfielen. Die Jodzahl dieser verunreinigten fliissigen Fettséiuren betrug 
nach dieser zweiten Twitchell-Trennung 67,2; es waren demnach bei der 
erstmaligen Trennung nicht alle festen Bleiseifen ausgefallen. Die erhaltene 
Substanz wurde nach den Angaben von Wolfbauer! vom Unverseifbaren 
befreit; die dabei erhaltene Kaliseifenlé6sung wurde mit verdiinnter Salpeter- 
siure angesduert, aber nicht mit Ather, sondern mit bei etwa 60° siedendem 
Petrolather ausgezogen, um die Fettsiuren von Oxyfettsiuren zu befreien, 
die in Ather léslich, in Petrolaither aber praktisch unléslich sind. Es hinter- 
blieben auch in der wasserigen Schicht groBe Mengen von Oxyfettsiuren. 
Die wiasserige Schicht war nach dreimaligem Ausschiitteln mit Petrolather 
immer noch dunkelbraun gefairbt, die Petrolitherlésung hell-gelbbraun. 
Die auf diese Weise gereinigten Fettsaiuren ergaben die Jodzahl 84,6. Die- 
selbe liegt in der Nahe der Jodzahl der Olséure (89,93). 

Durch die Elaidinierungsprobe nach Holde konute in der vor- 
liegenden Probe die Anwesenheit von Olsdure bewiesen werden 


F — 43° unkorr, (F von Elaidinséiure 44,49 korr.) 


Wenn aus dem untersuchten ,,Rapsithin’’ nur Olsaure isoliert 
werden konnte, so ist das noch kein eindeutiger Beweis dafiir, daB im 
Rapssamenphosphatid keine mehrfack ungesattigten Fettsauren vor- 
kommen kénnen; denn die Substanz war schon langere Zeit (iiber 1 Jahr) 
ohne vollstandigen LuftabschluB gelagert, so daB eine Oxydation der 
mehrfach ungesattigten Sauren (Linol- und Linolenséure) durchaus 
méglich war. Die Gegenwart von Linolsdure im .,Rapsithin® ist durch- 
aus vorstellbar, wenn man bedenkt, daB die aus dem ,,Rapsithin‘ 
zuerst gewonnenen fliissigen Fettsiuren eine sehr_ viel niedrigere Jod- 
zahl als Olsiure besaBen, obwohl die festen Fettsauren iiber die Bleisalze 
bereits abgetrennt worden waren. Die ,,fliissigen Fettsiuren’’ waren 
zaihfliissig, und die Olsiure konnte nur unter groBen Verlusten isoliert 
werden (Jodzahl sehr niedrig). Ferner ist bemerkenswert, da} das 


1 A. Griin, Analyse der Fette und Wachse, 1925. 
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,,Rapsithin’ einen stark ranzigen, widerlichen Geruch und Geschmac 


zeigte, der demjenigen von oxydierter Linolséure sehr ahnlich wai 
Das von anderen Autoren! untersuchte Rapsphosphatid enthielt gr6Ber:- 
Mengen von Linolsaure. 

Aus der Fraktion der festen Fettsauren des atherléslichen Rapsi- 
thins konnte nach wiederholtem Umbkristallisieren Palmitinsdure ce 


wonnen werden. 


Vergleich der Fettsiureanalyse mit den Ergebnissen anderer Autoren. 


Vergleicht man die Untersuchungsergebnisse von 7’. P. Hilditeh und 
W. H. Pedelty' mit denjenigen von A. Heiduschka und W. Neumann}, so 
findet man, daB diese unterschiedlich sind. Dabei ist allerdings zu beriick 
sichtigen, daB Hilditch und Pedelty ein von Rewald! gewonnenes Raps 
phosphatid untersuchten, waihrend Heiduschka und Neumann ein Phosphatidd 
bearbeiteten, das sie aus einem Handelsprodukt gewonnen hatten. De: 
Unterschied in den Ergebnissen liegt einmal darin, daB Heiduschka und 
Neumann an gesattigten Fettsauren nur Palmitinséure auffinden konnten 
(16,7°% im Kephalinanteil, 14,3, im Lecithinanteil, also im Durch- 
schnitt 15°). 

Hilditch und Pedelty dagegen stellten neben 8,12°% Palmitinsiure 
1,47°, Behensaiure und 0,73°% Myristinsaéure fest. Allerdings unterwarfen 
Heiduschka und Neumann die festen Fettsiuren einer unmittelbaren Destilla- 
tion, und zwar bei 25 mm Hg; hierbei ist eine teilweise Zersetzung der Fett 
siuren unvermeidlich, so da Heiduschka und Neumann die von Hilditch 
und Pedelty nur in geringen Mengen gefundene Myristin- und Behensaure 
moéglicherweise verloren gegangen sein kénnen. Hilditch und Pedelty tanden 
die beiden Saéuren durch fraktionierte Destillation der Methylester der festen 
Fettsauren im Vakuum. 

Ein weiterer Unterschied in den Versuchsergebnissen liegt darin, da} 
Hilditch und Pedelty 22,04 Erucasdure (im alkoholunléslichen Teil) auf- 
finden, die sie aus der Jodzahl der festen Fettsaiuren berechnen und als 
Dioxybehensaure identifizieren konnten, Heiduschka und Neumann dagegen 
nicht. Wahrend Hilditch und Pedelty bei den festen Fettsauren des alkohol! 
léslichen Anteils eine Jodzahl von 42,2 ermitteln und bei einer anderen 
Fraktion der festen Fettsauren des alkoholunléslichen Teiles sogar eine 
Jodzahl von 58,1, stellen Heiduschka und Neumann bei den festen Fett- 
siuren, sowohl im alkoholléslichen, wie im alkoholunléslichen Teil Jodzablen 
zwischen 3,38 und 4,13 fest. Zur Trennung der festen Fettsauren von den 
fliissigen benutzten Hilditch und Pedelty das Twitchell-Verfahren und 
Heiduschka und Neumann die Methode nach Grossfeld. Die von uns nach 
der Twitchell-Methode erhaltenen festen Fettséuren besaBen ebenfalls nu 
sehr niedrige Jodzahlen (2,8 bis 3,2), so daB sowohl beim Praparat von 
Heiduschka und Neumann als auch bei uns Erucaséure nur in Spuren 
vorhanden sein konnte, der geringe Jodverbrauch der festen Fettsauren 
aber héchstwahrscheinlich von nicht vollstandig abgetrennten fliissigen 


' A Heiduschka u. W. Neumann, J. f. prakt. Chem. 151, 1, 1938: 
T. P. Hilditch u. W. H. Pedelty, Biochem. J. 31, 1964, 1937; B. Rewald, 
J. Soe. chem. Ind. 56, 403, 1937. 
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Fettsauren herriihren diirfte. Da sowohl Heiduschka und Neumann als 
auch wir von einem aus einem Handelsprodukt isolierten Phosphatid aus- 
gingen, ist es méglich, daB die Erucasaure durch Autoxydation zerstért 
worden war. Die autoxydative Verainderung der Erucasaéure bei gleich- 
zeitiger Lichteinwirkung ist bekannt!. Bemerkenswert ist, daB in dem von 
uns untersuchten Phosphatid auch die zweifach ungesittigte Linolsiure 
dureh den einwirkenden Luftsauerstoff vollstandig oxydiert worden war. 
SchlieBlich ist noch in Erwagung zu ziehen, ob die verschiedenen Ergebnisse 
der Fettsaéureanalyse des Rapsphosphatids nicht auf das verschiedene 
Pflanzenmaterial zuriickzufiihren sind. Bis jetzt wurden noch keine ver- 
gleichende Untersuchungen der Phosphatidfettséuren von Pflanzen der 
vleichen Art, aber verschiedener Herkunft angestellt. Es ist durchaus 
vorstellbar, da®B die Art des Bodens und der Diingung, Standort, Witterung, 
Rasse, Erntezeit und andere Einfliisse die Zusammensetzung der Phos- 
phatidfettséuren beeinflussen kénnen. 

Die Trennung der «-Glycerinphosphorsdure von der B-Glycerinphosphor- 
siure wurde nach Karrer und Salomon? durchgefiihrt, in der Weise, da 
das (« + $)-Bariumglycerinphosphat in méglichst wenig Wasser gelést 
und 8°ige Bariumnitratlésung in geringem UberschuB hinzugegeben 
wurde. Es mu hier immer die Léslichkeit des Salzes (in Wasser von 15° 
sind 0,8° des Doppelsalzes léslich) in Rechnung gezogen werden, d. h. 
es miissen die Anzahl der Kubikzentimeter Bariumglycerinophosphat- 
l6sung vermehrt und die Kubikzentimeter zugefiigter Bariumnitratlésung 
mit 0,008 multipliziert werden, um die Menge des Doppelsalzes 
(2C,H,0O, P Ba- Ba (NO,),] in Gramm zu erhalten, die bei der Bestimmung 
nicht mit ausfallen. Diese Menge ist zu dem durch Wagung bestimmten 
Anteil zu addieren, und daraus ist dann der Gehalt des (« + #)-Barium- 
glycerinophosphats an /-Bariumglycerinophosphat zu errechnen. In unserem 
Falle wurde also z. B. 0,5841g (« + £)-Bariumglycerinophosphat in 6 cem 
Wasser gelést und mit 3cem 8 °%iger Bariumnitratl6sung versetzt. Es 
fielen aus dieser Lésung 136,0 mg aus und 72,0 mg Doppelsalz blieben 
gelést. Insgesamt sind also 208,0 mg in Rechnung zu stellen. In einem 
Parallelversuch wurden 792,2 mg in Scem gelést und mit 4cem Barium- 
nitratl6sung versetzt. 





3-glycerinphosphor- 


c-giveerinphos- 
saures Ba glycerinphos 


phorsaures Ba 


- x Doppelsalz 
Einwaage ecm mg Doppelsalz 


Lésung 
mg in Lésung gefallt insgesamt mg 


) 
ri 


584,1 9 72,0 136,0 208,0 146,2 25,0 
792,2 12 96,0 188,8 284,8 200,4 25,3 


Mittelwert: 25,2 


Verhaltnis «: £ 74,8: 25,2, das entspricht 3,36: 1,0. 

Heiduschka und Neumann finden 8,5 B-Glycerinphosphorsaure und 
geben den etwaigen Verlust durch das in Lésung gebliebene Doppelsalz 
mit rund 1,5% an, so daB sie eine Zusammensetzung des Rapsphosphatids 
mit 10° p- und 90°, «-Glycerinphosphorsaéure auffinden. Beriicksichtigt 
man die von Karrer und Salomon angegebene Korrektur bei den von Hei- 


'Vgl. Braj Kishore Malaviza u. Sikhisbushan Dutt, C. 1986, [, 3487. 
* Helv. Chim. Acta 9, 3, 1926. 
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duschka und Neumann gefundenen Werten, so ergibt sich etwa die dopp: 
Menge /-Glycerinphospborsaure. Eine genaue Korrektur kann bei dies 
Werten nicht durchgefiihrt werden, da die Menge der zugegebenen Bari 
nitratl6sung anscheinend volumenmabig nicht festgelegt wurde. 
Berticksichtigt man diese Gesichtspunkte und auBerdem die Moglic! 
keit der Hydrolyse der Glycerinphosphorsdure bei der Darstelluny 
so sind unterschiedliche Ergebnisse leicht verstandlich. Die Unzulanglich 


keit dieses Verfahrens (sowohl! die Darstellung der Glycerinphosphorsaure 


aus Phosphatid als auch die Trennung derselben in die g- und in dic 
f-Form) lassen es wiinschenswert erscheinen, einen anderen Weg der 
Bestimmung einzuschlagen. Die Ergebnisse zeigen, dal auch bein 
Rapsphosphatid die g-Form der Glycerinphosphorsiure gegenitiber det 
p-Form tiberwiegt, ein Ergebnis, das bereits bei anderen pflanzlichen 
Phosphatiden erhalten wurde. 


Zusammenfassung. 


Aus Rapsithin, das langere Zeit der Einwirkung des Luftsauersteoffs 
ausgesetzt war, wurden ,,Phosphatide” mit relativ niedrigem Stickstoft 
gehalt isoliert. Es wurden folgende Anteile gewonnen: 





Nr. Priiparat 
In Ather unléslich, in Chloroform leicht 
léslich 3,835 
In Ather und Chloroform léslich (kohlen- 
hydrathaltig) 3,286 


In Alkohol léslich, von Kohlenhydrat 
und Aminostickstoff befreit 3,320 23 : 0,820 


Anteil 2 enthielt 61,5°/, Fettsauren. Verhaltnis fest : fliissiy 
16,0 % : 84,0 %, 1.0:5.25. AuBer der Olsiure konnten keine 
anderen ungesittigten Fettséuren isoliert werden (autoxydative Ver 
ainderung der mehrfach ungesittigten Fettsduren). An festen Fett- 
siuren wurde Palmitinsaure isoliert. 
Das Verhaltnis »-Glycerinphosphorsaure : /-Glycerinphosphorsaur: 
748% > 25,2% 3,36: 1,0. 





Beitrag zur Kenntnis des Bitterwerdens 
: —_— . 
von Phosphatiden. 
Von 
K. Weiss und W. Diemair. 
(Mitteilung aus dem Universitétsinstitut fiir Nahrungsmittelchemie in 
Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 22. Juni 1939.) 

Es ist bekannt, dab reines Lecithin und Kephalin in frischem 
Zustand keinen bitteren Geschmack aufweisen und dai bei langerem 
Aufbewahren unter LuftabschluB (Stickstoffatmosphare) kein bitterer 
Geschmack auftritt. LaBt man dagegen Lecithin an der Luft liegen, 
so nimmt es einen bitteren Geschmack an. Dieser Geschmack bleibt 
lange auf der Zunge haften und tritt gegeniiber einem ranzigen Ge- 
schmack deutlich hervor. Die Ausbildung dieses bitteren Geschmackes 
dauert etwa 2 bis 3 Wochen. Die geschmackliche Beurteilung eines 
bitter gewordenen Lecithins (aus Lupinensamen) zeigte z. B. folgendes 
Ergebnis: 





Jers 8- ‘ ‘i Versuchs- ' P 
Versuch Geschmacksempfindung perigaage Geschmacksempfindung 


personen personen 


Ranzig, nicht bitter ) Stark bitter, neben ranzig 


9 ss ‘ 
Schwach bitter, neben ranzig 





Zunachst lag die Annahme nahe, das die Ursachen zum Bitter- 
werden in dem Auftreten von Phosphatidspaltprodukten liegen kénnten : 
demgegeniiber zeigten aber die Geschmacksproben, dais Colamin, 
Cholin, Glycerinphosphorsiure und auch verschiedene Fettsiuren wie 
Palmitin-, Ol- und Linolsiure bzw. Cholinsalze dieser Siuren keinen 
bitteren Geschmack besitzen; nur das Cholin weist einen etwas bitteren 
Nachgeschmack auf. Der bittere Geschmack mu also durch eine 
tiefer yreifende Zersetzung des Phosphatids, méglicherweise durch Ein- 
wirken des Luftsauerstoffs, entstehen. 

Zur naiheren Untersuchung wurde nun ein stark bitter gewordenes 
Lecithin in Ather gelést, mit Aceton wiederholt umgefallt und geschmacklich 
iiberpriift!. Das umgefallte Phosphatid zeigte immer noch einen deutlich 
bitteren Nachgeschmack; der den Geschmack bedingende Stoff war also, 


' Uber Entbitterung, vgl. W. Newnann u. A. Heiduschka, J. f. prakt. 
Chem. 151, 1, 1938. 
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wenn er tiberhaupt als solcher vorliegt, durch Umfillen des Phosphatic 
nicht zu beseitigen; auch ein zwei- bis dreimaliges Umfallen zeigte 
wesentlichen keine anderen Ergebnisse, wenngleich eine wiederholte }: 
handlung mit Ather und Aceton eine Verminderung des Bittergeschmack. 
zur Folge haben kann. Die Feststellung einer Veranderung des Geschmack. 
mit Hilfe der Zungenprobe ist sehr schwierig. Es wurde nun versuent, 
diesen deutlich bitteren Geschmack ,,kiinstlich*' zu erzeugen. Zu diesem 
Zwecke wurde eine Probe (1,0 g¢) von Buers Reinlecithin', das auch he; 
langerem Lagern in der gebrauchlichen Verpackung nur sehr selten bitter 
wird, in Ather gelést. Die atherische Lésung wurde auf eine Glasplatte aus 
gegossen, der Ather verdunsten lassen und so das Phosphatid in méglichst 
groBer Oberflache der Luft ausgesetzt. Das Phosphatid nahm nach lange: 
Zeit (5 Wochen) weder einen unangenehmen oder ranzigen noch bitteren 
Geschmack an, sondern behielt den angenehmen, an Kakaobutter e: 
innernden Geschmack, wie er fiir das Buersche Praiparat charakteristisc 
ist, bei. Da die atherische Lésung des Buerschen Praparats nicht klar war 
und irgendwelche in Ather unlésliche Triibungsstoffe enthielt, wurde wiede: 
eine Probe (4,0) in Ather gelost, mit Kieselgur geschiittelt und dann filtriert ; 
nach zweimaligem Filtrieren wurde eine vollstandig klare hellgelbe Lésung 
erhalten, die mit Aceton einen flockigen, fast weiBen Niederschlag ergah: 
die Umfallung des Phosphatids wurde noch zweimal wiederholt. Ein Teil 
des frisch gefallten Phosphatids wurde in Ather gelést, die Lésung auf eine: 
Glasplatte verdunsten lassen und der Riickstand der Luft ausgesetzt. Der 
Geschmack des Ausstriches blieb langere Zeit unverandert, erst nach etwa 
4 Wochen trat der unangenehme ,,Oxydationsgeschmack™ mit einem leicht 
bitteren Nebengeschmack auf. Es war aber dieser Gesechmack nicht so 
kraftig wie bei dem langere Zeit gelagerten Rapsphosphatid. Ein andere: 
Teil (etwa 3g) des weiter gereinigten Buer-Phosphatids wurde in Athe1 
gelost, mit etwa 2 ccm konzentriertem Peroxyd (30 °jig) tropfenweise ver 
setzt; der Ather wurde auf dem Wasserbad langsam verdunstet und unte1 
haufigem Umriihren der gréBte Teil des Wassers verdampft. Das urspriinglich 
hellgelb gefarbte Priparat wurde dabei fast wei; hierauf wurde das Phos 
phatid mit Chloroform aufgenommen und mit Aceton gefallt. Das vom 
Loésungsmittel befreite und getrocknete Praparat wurde wieder auf seinen 
Geschmack gepriift; derselbe war unangenehm ranzig und zeigte vor allem 
den bereits beschriebenen bitteren Nachgeschmack. 

» Auf Grund dieser Ergebnisse lag die Vermutung nahe, da® das 
Auftreten des bitteren Geschmacks durch eine Oxydation des Phos 
phatids bedingt sei, oder da} diese geschmackliche Veranderung in 
unmittelbarem Zusammenhang damit stiinde, so da® folgende Még- 
lichkeiten als Ursachen zum Bitterwerden des Phosphatids in Er- 
wigung gezogen werden kénnen. Durch Oxydation von ungesattigten 
Fettsiuren entsteheii Umwandlungsprodukte, die fiir sich bitter 
schmecken k6nnen, oder die, vergesellschaftet mit stickstoffhaltigen 
Stoffen, Verbindungen eingehen, die bitter schmecken: schlieBlich 
kénnen solche Umwandlungsprodukte, gleichzeitig mit  stickstoff- 


haltigen Stoffen aufgenommen, einen bitteren Geschmack auf det 


! O. H. Buer, Chem. Pharmazeut. Fabrik, K6éln-Braunsfeld. 
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Zunge oder dem Gaumen hinterlassen. Nach der Geschmacksphysio- 
logie kénnen zwei Stoffe, die an und fiir sich geschmacklos sind, einen 
bestimmten Geschmack hervorrufen, ohne da sie eine chemische 
Verbindung einzugehen’ brauchen. 


Es wurde nun versucht, den beim Phosphatid auftretenden un- 
angenehmen bitteren Geschmack bei Fettsdéuren hervorzurufen. Zu 
diesem Zwecke wurde reine Olsiure (Kahlbaum) und ebenso Leindl- 
siure (Kah/bawm) in moglichst groBer Oberflache der Lufteinwirkung 
ausgesetzt und taglich auf ihren Geschmack gepriift. AuBerdem wurden 
sowohl Olsiure als Leinédlsiure mit verschiedenen Stickstoffverbin- 
dungen (Ammoniak, Colamin, Cholin, Trimethvlamin) sowie deren 
salzsauren Salzen versetzt (jeweils einige Tropfen) und in gleicher 
Weise der Einwirkung des Luftsauerstoffs ausgesetzt: schlieBlich 
wurden Ol- und Leinédlsiure schwach erhitzt, und zwar einmal mit 
und einmal ohne Zusatz von Peroxyd (30°,ig). Die Ergebnisse waren 
dabei folgende: 


Bei Olsaure mit und ohne Zusatz von Stickstoffverbindungen , 
erhitzt und nicht erhitzt (auch bei der mit Peroxyd erhitzten Olsaure), 
tritt kein bitterer, sondern nur ein leicht ranziger Geschmack auf: 
die Proben veranderten sich auch nach Jangerer Zeit (4 Wochen) nur 
schwach. Dagegen trat bei allen Proben, welche Leinélsaure enthielten, 
(auch bei der nicht erhitzten reinen Leinélsaure) nach einigen Tagen 
auBer einem widerlich ranzigen, etwas kratzenden Geschmack ein 
bitterer Nachgeschmack auf, der dem Geschmack von oxydierten 
Phosphatiden sehr ahnlich war. Da auch die reine Leindlsaiure diese 
Erscheinung zeigte, scheint bewiesen zu sein, daB die Linolsdure sowohl 
fiir das leichte Verderben, als auch fiir das Auftreten des bitteren Ge- 
schmacks verantwortlich zu machen ist. H6éher ungesittigte Fett- 
siuren, wie z. B. die Linolensaiure, zeigen wohl das gleiche Verhalten, 
diirften aber im allgemeinen nicht an dem Auftreten des bitteren 
Geschmacks beteiligt sein, da sie gréBenordnungsgemils im Phos- 


phatid unter 1°, vorkommen. Die fliissigen Fettsaiuren, die aus bitter- 


gewordenem Lecithin (Raps- und Lupinenlecithin) isoliert worden 
waren, besaBben den namlichen ranzigbitteren Geschmack, und zwar 
war es gleichgiiltig, ob die Sauren durch alkalische oder saure Hydrolyse 
gewonnen worden waren. In diesem Falle kénnten etwaige Stickstoff- 
verunreinigungen an der Geschmacksbildung beteiligt sein, da die Fett- 
siuren, die aus Phosphatiden isoliert werden, selten vollkommen stick- 
stofffrei sind und auch durch Auswaschen mit verdiinnten Mineral- 
siuren nicht stickstofffrei erhalten werden ! 


' Vel. R. Koganei, J. of Biochem. 3, 15, 1924. 
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G. Trier’ fand 0,1 bis 0,34 °, Stickstoff in den so ausgewascheney 
Fettsauren. 

Die Linolsiure tritt bei den bisher untersuchten pflanzlichen 
Phosphatiden in gréBerer Menge auf; bei denjenigen pflanzlichen 
Phosphatiden, die ein Bitterwerden zeigten, ist Linolséiure als Bestand- 
teil der Phosphatidfettsduren festgestellt worden. (Lecithin Bury. 
selbsthergestelltes Lecithin aus Lupinen, aus Mohrriiben und aus Raps). 
Die Vorstellung, daB durch die Oxydation der Linolsiure das Bitter 
werden des Phosphatids verursacht wird, wird mit der Beobachtung 
erhartet, daB das Bitterwerden des Phosphatids mit einer Abnahme 
der Jodzahl einhergeht. 

Die Jodzahl des frischen Buer-Phosphatids war 69,0; nach langerem 
Einwirken von Luftsauerstoff (4 Wochen) auf das nachgereinigte und 
umgefallte Praparat wurde eine Jodzahl von 38,7 ermittelt (Geschmack : 
schwach bitter). Bei dem mit 30%igem Peroxyd behandelten Buer- 
Phosphatid war die Jodzahl auf 13,2 herabgesunken (Geschmack : 
stark bitter). Eine ahnliche Feststellung konnte mit dem von uns 
selbst hergestellten Lupinenlecithin gemacht werden. 





Untersuchter Stoff Jodzahl Geschmack 


Frisch dargestelltes Lupinenlecithin 59,8 Angenehm, butterartig, nicht 
bitter 

Lupinenlecithin nach vierwéchiger 23,6 Ranzig und schwach bitter 
Aufbewahrung in einem Stick- 
stoff— Luftgemisch 

Lupinenlecithin 3 Wochen lang der Re Unangenehm ranzig, stark 
Einwirkung des Luftsauerstoffs bitterer Nachgeschmack 
durch offenes Stehenlassen aus- 
gesetzt 


Zusammenfassung. 


1. Das Bitterwerden der Phosphatide an der Luft ist auf die Oxy- 
dation der Linolsiure durch den Luftsauerstoff bzw. auf das Auftreten 
von Oxydationsprodukten der Linolsdéure zuriickzufihren. 

2. Mit dem Bitterwerden geht eine Abnahme der Jodzahl einher. 

3. Durch Wasserstoffsuperoxyd kann das Bitterwerden kiinstlich 


beschleunigt bzw. hervorgerufen werden. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 1, 1913. 





(ber eine Methode zur Bestimmung der diastatischen 
Kraft der Getreidemehle und einige Faktoren, welche 
die diastatische Wirkung beeinflussen. 

Von 
Iwan BD. Poppoff. 

(Aus der Agronomischen Fakultaét der Universitat Sofia.) 
(Eingegangen am 29. Juni 1939.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Kenntnis der diastatischen Kraft der Getreidemehle ist von 
srober Bedeutung fiir die richtige Ausfiihrung der Backversuche zur 
Bestimmung der Backfahigkeit der Mehle und ebenso auch fiir die 
Praxis des Brotbackens. Die Bestimmung der diastatischen Kraft der 
Getreidemehle gehért daher bereits zu den festen Methoden zur Unter- 
suchung der Getreidemehle. In der vorliegenden Arbeit haben wir es 
uns zur Aufgabe gestellt, einen Beitrag zur Methodik der Bestimmung 
der diastatischen Kraft der Getreidemehle zu geben und ebenso auch 
einige der Faktoren zu verfolgen, die den diastatischen Zerfall der 
Starke bedingen. 

Bis 1922 wurde die diastatische Kraft mittels speziell vorbereiteter 
léslicher Starke nach der Methode von Lintner bestimmt. Nachher 
und bis jetzt zieht man die von Rumsey (1) vorgeschlagenen auto- 
lytischen Methoden vor. Von den zahlreichen Modifikationen der 
letzteren haben die gréBte Verbreitung folgende drei gefunden: die 
von Ritter (2) in Deutschland, von Kent-Jones (3) in England und von 
Blish-Sandstedt (4) in den USA. 

Die wesentlichen Unterschiede bei den verschiedenen Methoden 
beziehen sich auf: 1. die Menge des zur Untersuchung verwendeten 
Getreidemehles; 2. das quantitative Verhaltnis zwischen Mehl und 
Wasser: 3. die Temperatur: 4. die Art der Unterbrechung der diasta- 
tischen Wirkung und 5. die Art der Bestimmung der gebildeten Maltose 
bzw. der reduzierenden Zucker. 

Die Menge des zur Bestimmung der diastatischen Kraft verwendeten 
Getreidemehls schwankt zwischen 5 und 30g. Das quantitative Verhiltnis 
zwischen den Komponenten der Getreidemehlsuspension wahrend ihrer 
Verzuckerung ist etwa 10 bis 20g Getreidemehl auf 100 cem Fliissigkeit. 
Die Temperatur, bei welcher die wiasserige Getreidemehlsuspension wahrend 
ihrer Verzuckerung gehalten wird, schwankt bei den verschiedenen Methoden 
zwischen 27 bis 32%. — Die Unterbrechung der diastatischen Wirkung 
erfolet gewohnlich durch Hinzufiigen von Natriumwolframat und Schwefel- 
siure, und zwar in den verschiedensten Verhaltnissen. So fiigt Ritter zu 
20g Getreidemehl 6cem 15° ige Natriumwolframatlésung und 8 Tropfen 
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konz. Schwefelsaure hinzu, Aent-Jones nimmt zu 30 ¢ Getreidemehl dies 
Menge Wolframat und 20 Tropfen konz. Schwefelsaiure, wahrend 3/ 
Sandstedt die diastatische Wirkung mit je 2 cem 12 °oigem Natriumwolfra: 
und 10 Vol.-°, konz. Schwefelséure unterbricht. 

Zur Bestimmung des reduzierenden Zuckers werden ebenfalls die x 
schiedensten Methoden angewandt. Aus den interessanten Untersuchung), 
von F. W. Geddes und Eva (5), die durch Davis (6) und ebenso auch din 
unsere Untersuchungen bestatigt werden, ergibt sich, daB unter den Method 
von Bertrand, Schoorl und der von Blish-Sandstedt modifizierten Methoud, 
von Hagedorn-Jenssen die letztere wegen ihrer Bequemlichkeit und de 
geringen Fehler vorzuziehen ist. 


Versuchsteil. 

Als Basis fiir die Ausarbeitung einer autolytischen Methode zur 
Bestimmung der diastatischen Kraft des Getreidemehles benutzten wi 
die Methode von Blish-Sandstedt, jedoch mit folgenden Verbesserungen : 

1. Statt Pufferlésung verwenden wir destilliertes Wasser. Der Vortei 
bei der Verwendung von Pufferlésung zum Suspendieren des Getreide- 
mehles ist, daB der EinfluB des py fiir die einzelnen Getreidemelile 
eliminiert wird und daB auf diese Weise vergleichbare und einheitliche 
Werte fiir die diastatische Kraft erhalten werden. Die so erhaltenen 
Ergebnisse sind aber ohne praktischen Wert. 


2. Zur Unterbrechung der diastatischen Wirkung empfehlen wir 


dquivalente Mengen von Natrium-Wolframat und Schwefelsdure. Aut 
diese Weise ist keine iiberschiissige Schwefelsiure anwesend, die bei 


langerem Stehenbleiben des Filtrats einen Teil der aus dem Getreide- 
mehl ausgezogenen Saccharose hydrolysieren und dadurch hohere 
Werte vortaéuschen kénnte; man vermeidet so eine der wesentlichsten 
Umstandlichkeiten der obigen Methode, da die Vorschriften der Origina!- 
methode, nach welchen die Bestimmung der Zucker spatestens 15 bis 


Tabelle I. 





Diastatische Kraft, bestimmt nach 
Mehl Methode - — . - — 
Sofort 1 Std. 3 Std. 5 Std. 8 Std 


110 124 136 
96 98 98 
130 146 160 
112 116 116 
156 168 182 
140 144 142 
180 194 200 
164 166 162 
Blish-Sandstedt . 228 240 254 
Unsere Modifikation ...... 210 212 214 
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20 Minuten vom Augenblicke der Unterbrechung der diastatischen 
Wirkung erfolgen oder das Filtrat bei niedriger Temperatur (etwa 6°) 
vehalten werden soll, nicht immer durchfiihrbar sind. 

Der Vorteil der von uns vorgeschlagenen Abanderung der obigen 
Methode ist der, daB die Menge der reduzierenden Zucker langere 
Zeit hindurch unverandert bleibt, wahrend sie nach Blish-Sandstedt 
fortwahrend steigt. Dies wird in Tabelle I belegt, in welcher die Zahlen 
der erhaltenen diastatischen Kraft nach der Methode von Blish-Sand- 
stedt und der von uns vorgeschlagenen Modifikation gegeniibergestellt 
sind. 

Die vergleichenden Versuche wurden bei gew6Ohnlicher Zimmer- 
temperatur durchgefiihrt. Bei hoéherer AuBentemperatur wiirde das 
Ansteigen der Diastasewerte nach Blish-Sandstedt noch rascher erfolgen. 

Aus derselben Tabelle ersieht man noch, daB die nach unserer 
Modifikation bestimmte diastatische Kraft bei Benutzung der Maltose- 
tabelle von Blish-Sandstedt um etwa 6 bis 8 mg_ niedriger ausfallt, 
was einer Menge von etwa 0,2 bis 0,25ccm reduziertem n/20 Kz Fe (CN), 
weniger entspricht. Dies veranlaBte uns, die reduzierten Zucker auch 
nach anderen Methoden zu bestimmen. Wir wahlten die Methoden 
von Schoorl und von Bertrand als die verbreitetsten. Aus den Ergeb- 
nissen der Tabelle I] ergibt sich, da die Menge der reduzierenden 
Zucker bei beiden Arten der Unterbrechung der diastatischen Wirkung 
gleich ist. Hieraus folgt, daB der gefundene Unterschied in der Menge 
der reduzierenden Zucker nach der Methode von Hagedorn-Jenssen 
und nach der von uns vorgeschlagenen Modifikation auf die verschiedene 
Konzentration und auf das ungleiche Verhaltnis zwischen dem Wol- 
framat und der Schwefelsdiure in beiden Methoden zuriickzufiihren ist. 


Tabelle Ll. 





Mehl A Mehl B Meh! C Mehl E 


Methode Blish- Unsere’ Blish- Unsere Blish- Unsere Blish- | Unsere 
Sand- Modifi- Sand- Modifi- Sand- Modifi- Sand- Modifi- 
stedt kation stedt kation stedt kation stedt kation 


Hagedorn-Jenssen .. 102 96 122 114 148 142 é 210 
Schoorl 100 102 118 | 120 oO 148 22 220 
102 104 120 122 § 162 || 2% 222 


Dies wird durch folgenden Versuch bestatigt: Wir bereiteten eine 
etwa 0,25 °,ige Lésung von reiner Maltose, teilten sie in zwei gleiche 
Teile, fiigten diesen Natrium-Wolframat und Schwefelsaéure hinzu, die 
einerseits der Vorschrift von Blish und Sandstedt, andererseits der unsrigen 


entsprachen, und bestimmten in beiden Fallen die Menge der Maltose 


nach der Methode von Hagedorn-Jenssen. 
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Tabelle ILI. 





ecm n 20 K, Fe(CN) ccm n 20 Kz Fe(CN), 
cem 0,25° sige ecm 0,259 / ,ige - 
Maltose re : Unsere Maltose Unsere 
Slish-Sandatedt “yer 2 =n Blish-Si ster Ape ; 
Bli Sandated Modifikation oe Rantinm Modifikatior 


l 1,6 1,4 Ds 5,95 
2 3,1 2, f 7,45 
3 ‘ 





4,6 


Obiger Umstand erfordert beim Arbeiten nach der von uns vor- 
geschlagenen Modifikation eine Korrektur der Maltosetabelle von 
Blish-Sandstedt, wie sie in Tabelle lV gegeben wird}. 


Tabelle IV. 





0.05 n red. Aquiv 0,05 nred. Aquiv. 0,05 n red. Aquiv. 0,05 nred. Aqui 
K, Fe(CN), Maltose K,Fe(CN), Maltose K,Fe(CN),; Maltose Ks,Fe(CN), Maltose 
cem mg cem mg cem mg ecem mg 


8,6 
&8 
8,9 
9,1 
+ Bs 

9,4 
9.6 


qr 
=! 


0,1 0,2 2.6 4,5 
0,2 0.4 Re 4,7 
0,3 0.6 2.8 4,9 
0,4 0,7 2,9 5,0 
0.5 0,9 3,0 5,2 
0.6 1,1 3,1 5,4 
0,7 y a2 5,5 
aa 5,7 9,8 
3,4 9,9 
3,5 10,1 
3,6 ee 10,2 
EY = 10,4 
3,8 0 10,6 
3.9 5.7 10,7 

) 10,9 
11] 
11,2 
11,4 
11,6 
11,8 
11,9 
123 
12,3 
12,4 
12,6 10,0 
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Mit den vorgenommenen Anderungen verfaéhrt man nach der von 
uns vorgeschlagenen autolytischen Methode zur Bestimmung der 
diastatischen Kraft der Getreidemehle folgendermaBen : 

' In unserer ersten Veréffentlichung iiber diese Frage (7) empfahlen wit 
die Anwendung eines MeBkolbens und der Originalmaltosetabelle von 
Blish-Sandstedt. Zufallig erhalt man dabei dieselben Resultate wie nach 
der Blish-Sandstedtschen Methode. Richtiger ist es aber, ohne Benutzung 
von Me&Bkolben und nach der fiir unsere Arbeitsweise modifizierten Maltose 


Tabelle zu arbeiten. 
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Es werden 5g Getreidemehl mit einer Genauigkeit bis zu 0,05 ¢ ge- 
wogen und in 46cem destillierten Wassers (beides auf die Temperatur 
von 30° gebracht) aufgeschwemmt. Nach einem einstiindigen Verbleib im 
Thermostaten bei derselben Temperatur, wobei alle 15 Minuten umge- 
schwenkt wird, wird die diastatische Wirkung durch Hinzufiigen von 2 cem 
*.n Schwetelsaure und 2cem 12° iger Natriumwolframatlésung unter- 
brochen. Es wird durch Faltenfilter (Schleicher u. Schill, Nv. 602) filtriert 
und in 5 cem des Filtrats (= 0,5 g Getreidemehl!) die Menge der reduzierenden 
Zucker nach der modifizierten Methode von Blish-Sandstedt bestimmt. Aus 
der erhaltenen Menge reduzierten n/20 K,Fe(CN), wird aus der Tabelle 
sofort die entsprechende Menge reduzierende Zucker, als Maltose berechnet, 
gefunden. Durch Multiplikation mit 20 erhalten wir direkt die diastatische 
Kraft von LO g des untersuchten Getreidemehls. 


Faktoren, welche die diastatische Wirkung beeinflussen. 

Fast alle bisherigen Untersuchungen der Faktoren, welche die 
diastatische Wirkung bedingen, sind mit isolierten und gereinigten 
Enzympraparaten ausgefiihrt worden, wahrend als Substrat lésliche 
Starke benutzt wurde. Da bei dieser Arbeitsweise sowohl die Amylase 
als auch die Starke chemischen und physikalischen Einwirkungen 
ausgesetzt wird, so ist es klar, da die erhaltenen Ergebnisse verschieden 
von jenen der autolytischen Methoden, welche sich mehr den natiir- 
lichen Verhaltnissen naihern, sein werden. Die Ergebnisse der auto- 


lvtischen Methoden sind daher von viel gréBerer Bedeutung fiir die 


landwirtschaftliche und Backereipraxis tiberhaupt. 

Es fehlt nicht an Versuchen auch in dieser Richtung hin, doch 
sind die erhaltenen Ergebnisse sehr oft widersprechend, oder die Ver- 
suchsbedingungen nicht einwandfrei. Deshalb haben wir uns im zweiten 
Teil der vorliegenden Arbeit das Ziel gesetzt, einige der wichtigeren 
Faktoren, welche die diastatische Aktivitat beeinflussen, zu verfolgen, 
und zwar: 

den Einflu®8 der Verdiinnung der wisserigen Mehlsuspension, 
den EinfluB der Temperatur, 

die Mahlfeinheit des Mehles und 

den EinfluB des Keimens der Weizenk6érner. 

Die Untersuchungen wurden an vier Sorten Weizen durchgefiihrt, 
wovon die ersten zwei typische Vertreter des weichen Weizens {1 = Triticum 
vulgare var. ferrugineum Korn (Nr. 16) und 2 = Triticum vulgare var. erythro- 
spermum (Nr. 159)] und die anderen zwei solche des Hartweizens (3 = Tscher- 
wenoklasse Zagaria und 4 = Manitoba) waren. Der eine Teil dieser Weizen 
kérner wurde 16 Stunden keimen gelassen, der andere 66 Stunden (bei 20°), 
dann wurden beide bei 30 bis 35° getrocknet und in der Laboratoriums- 
walzmiihle gemahlen. 

a) KinfluB der Verdiinnung. 

Nach Kent-Jones (8) wird bei Mehlkonzentrationen von 10 bis 30 ¢ 

pro 100 ccm Wasser ungefahr derselbe diastatische Wert erhalten. Nach 
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N. Kosmin (9) jedoch liegen auch Untersuchungen mit entgege)- 
vesetzten SchluBfolgerungen vor. Dies gab uns AnlaB, einerseits diese), 
Widerspruch zu klaren, andererseits den EinfluB der Verdiinnuny 
auf die Gr6éBe der diastatischen Kraft in einem breiteren Interval] 
zu verfolgen. 
Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB 5g Mehl mit 5, 10, 20, 
$6 und 92 cem Wasser aufgeschwemmt wurden, worauf nach einstiindigem 
Stehenlassen bei 30° und 





Unterbrechung des diastat 
schen Vorgangs mit Wasse: 
auf 100cem aufgeftillt und die 
diastatische Kraft auf die schon 
beschriebene Weise bestimmt 
wurde. 


Aus den in Abb. 1 dar- 
gelegten Resultaten kann all- 





gemein gefolgert werden, dai; 

mit der Verringerung der 

| Konzentration des Mehles sich 

wae! / ae auch dessen diastatische Wir- 

p 0 0 WD WM ng verringert. (I — Mehl aus 


Wasser snd ee 
Abb. 1. Eintlu®B der Verdiinnung der Weizenmehl- unveran¢ ertenW elzenkornern 


Wassersuspension auf die diastatische Kraft. und II aus 66 Stunden ge- 














> 


malzten Weizenkoérnern). 





b) EinfluB der Temperatur. 


1. EinfluB auf das 
trockene Mehl. 


Es werden 5g Mehl ein- 
gewogen und 1, 3 und 18 Stun- 
den bei verschiedenen Tem- 
peraturen : von —-196° (fliissige 
100 aaa Luft) bis -+ 126° belassen. 





| | yw Dann wird im Laufe von 2 





ht a a a 20 bis 3 Stunden auf Zimmer- 

Abb. 2. EinfluB der Temperatur auf die dia- temperatur gebracht und die 

statische Kraft von trockenem Weizenmehl diastatische Kraft wie ge- 
wohnlich bestimmt. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen (Abb. 2) haben gezeigt 
da hohe Temperaturen (iiber 76°) die diastatische Wirkung der Weizen- 
mehle allmahlich und nicht umkehrbar inaktivieren, wenn letztere 
sich in trockenem Zustande befinden und da die Geschwindigkeit 
der Inaktivierung eine Funktion der Zeit ist (Abb. 3). 
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2. EinfluB auf das in Wasser suspendierte Mehl. 


Es wurde der Einflu8 der Temperatur auf die diastatische Kraft 
von in Wasser suspendiertem Weizenmehl zwischen 6° und 86° unter- 
sucht. 


Zum Suspendieren von 5 ¢ 
Mehl nahmen wir die doppelte 
Menge Wasser als gewohnlich, 
da bei der hohen Temperatur 
infolge des starken Aufquellens 
von Starke und Kleber eine 
schwer filtrierbare Masse er- 
halten wird. Bei jedem Versuch 
wurden zwei  Parallelbestim- 
mungen und eine Leerprobe 
(ohne Mitwirkung der Diastase) 
ausgeftihrt. Alle Proben wurden 
zuerst 15 Minuten im Thermo- 
staten bei 37° belassen und dann 
auf die entsprechende Versuchs- 
temperatur gebracht. Beim 
Versuch wurde festgestellt, daB 





die Suspension die entspre- 
chende Temperatur nach etwa 
20 Minuten annimmt. Nach | 

Ablauf dieser Frist wurde die SE ee ae alee 
diastatische Wirkung in einer eglee. 


Pevaileinrol nel j Abb. 3. Einflu®8 der Temperatur auf die diastatische 
arallelprobe unterbrochen unt Kraft von trockenem Weizenmehl. 


























lie Menge der gebildeten re- 
duzierenden Zucker bestimmt, 
waihrend die andere Probe noch 
| Stunde bei derselben Tem- 





peratur belassen und erst dann 
die Menge des Zuckers bestimmt 
wurde. Der Unterschied zwi- 
schen den beiden Bestimmungen 
driickt die diastatische Kraft 
des Mehles bei der untersuchten 
Temperatur aus. 

Die Resultate sind in 
Abb. 4 wiedergegeben. 

Aus diesem Versuch er- 
gibt sich, daB die diastatische 
Wirkung bei + 7° bemerkbar 
wird, im Intervall 60 bis 65° 


das Maximum erreicht, um 
gegen SO bzw. 85° vollstandig 
zu verschwinden. Die Ver- 





0 304 50 60 
. . . Abb. 4. Einflu@ der Temperatur auf die diastatische 
ainderung der diastatischen Kraft von in Wasser suspendiertem Weizenmehl. 
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Kraft bei verschiedenen Temperaturen verliuft beim normalen up 
beim gemalzten Mehl annahernd parallel, nur ist beim letzteren 





Anstieg, im Verhaltnis zum normalen, viel gréBer,. 
c) Kinflugp der Mahlfeinheit. Nor 

Ks ist bekannt, daB im Zusammenhang mit der Intensitat de 16 | 
mechanischen Bearbeitung des Mehls seine diastatische Kraft sic! 66 | 
wesentlich andert | Alsberg und Griffing (10), Pascoe, Gortner und Sche; 
wood (11), W. Kranz (12), Kardesonyi (13)]. Wir wiederholten dies 
Untersuchungen, wobei wir sie auf gemialztes Mehl und solehes auf det 
verschiedenen Sorten Weizen erweiterten. Zu diesem Zwecke wurde bet 
das auf gew6hnliche Weise erhaltene Mehl noch zweimal nachgemahlen § kéy 
Durch die in Tabelle V dargestellten Ergebnisse werden die An.§ die 





gaben der anderen Autoren, da das intensive Vermahlen des Weizen:§ scl 
dessen diastatische Kraft wesentlich verstarkt, unzweideutig bestatigt,& for 
Bemerkenswert ist, da bei den normalen Weizenmehlen die proze: 


tuale Erhéhung der diastatischen Kraft mit der Feinheit der Mahluns § di: 
viel gréBer ist und gleichzeitig von der Sorte des Weizers abhangt ge 
(bei den weichen Weizenmehlen ist sie gréBer), wahrend sie beim Mel je 
aus gekeimten (66 Stunden) Weizen kleiner und nicht von der Sort: 

des Weizens abhangig ist. = 


Nach diesen Untersuchungen hangt die diastatische Kraft eines 
Mehles von zwei Faktoren ab: von der Menge der Enzyme und der 
Menge der ,,ausnutzbaren*: Starke. Deshalb miissen bei vergleichende: 
Untersuchungen der diastatischen Kraft verschiedener Weizenmeh|: D 
dieselben immer gleich fein gemahlen werden. Ist dies nicht der Fal! 
so werden falsche und nicht vergleichbare Werte erhalten. 


Tabelle V. 





Normales Mehl Gekeimtes Mehl 
1 2 3 4 1 2 3 } 
Gewoéhnliches Mehl ...... 96 84 52-166 570 «660 | 535) 540 


152 
Intensiv vermahlenes Meh] 302 320 412 432 870 945 | 802 &d0 


dj) Verdnderung der diastatischen Kraft der gesunden Weizenkérne) 
beim Keimen. 

Bei diesem Versuche bestimmten wir unter gleichartigen Bedin- 
gungen die diastatische Kraft von verschiedenen Weizensorten, ie 
wir ungleich lange (16 bzw. 66 Stunden) keimen lieBen, sowie die von 
Gemischen aus normalem Mehl mit wachsendem Malzzusatz. Es gibt 
in dieser Richtung viele Untersuchungen, jedoch mit ziemlich wider 
sprechenden SchluBfolgerungen. [Newmann und Miihlhaus (14 
Proskurjakow (15), Scherwood und Bailey (16), N. Kusmin (9) u.a 
Unser Versuch wurde mit 4 verschiedenen Sorten Weizen ausgefiihrt 
und die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle VI dargestellt. 
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Tabelle VI. 





mg Maltose in 10g Mehl 


1 2 3 4 
NOMIC GEMOR sci6cn 5.09% Seen so anilo vn ta 96 84 152 166 
16 Stunden gekeimte Samen .............. 170 198 200 215 
66 Stunden gekeimte Samen .............. 570 660 535 540 


Aus den Ergebnissen der Tabelle folgt: 
In Abhangigkeit von der Sorte des Weizens ist die VergréBerung 


der diastatischen Kraft beim Keimen ganz verschieden, wobei die 
betreffenden Werte bei den weichen Weizenmehlen gréBer sind. Man 


kénnte aber umgekehrt aus der Anderung der diastatischen Kraft auf 
die gréBere oder kleinere Neigung zum Keimen einer Weizensorte 
schlieBen: diesbeziigliche Versuche sollen noch in gréBerem Mabstab 
fortgesetzt werden. 

In Tabelle VIL sind die Zahlen fiir die gefundene und berechnete 
diastatische Kraft einer Mischung aus normalem und 16 Stunden lang 
gemilztem Mehl und in Abb. 5 die Ergebnisse fiir dieselbe Mischung, 
jedoch nach 66stiindigem Malzen, wiedergegeben. 


Tabelle VII. 





9/, Zusatz Mehl aus 16 Std. gemalzten Weizenkérnern 
0% 90 


5 o 10% | 20% 50 % 


82 86 96 110 136 
86,3 89,7 95,4 106,8 141 


{ gefunden .. 84 


Diastatische Kraft ; cecil... 84 





mg! 
$00}—— 





Ma/tose 


0 0 0 3 W 6 5 


a a ee 
Zusate geméletes (66 Sta.) Wei zenmeh/ 
Veriinderung der diastatischen Kraft von normalen Weizenmehlen beim Vermischen mit 
Mehl aus 66 Stunden lang gemiilzten WeizenkOrnern. 


Abb. 5. 
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Die Ergebnisse der Tabelle zeigen, daB die diastatische Kraft d 
Mischung proportional der beigefiigten Malzmenge wachst die er. 
haltenen und die berechneten Werte fiir die diastatische Kraft deckey 
sich fast vollkommen. 

Bei Mischungen mit 66 Stunden lang gemalztem Mehl, d. h. mit 
solchem von gréBerer diastatischer Kraft, wird jedoch ein anderes 
Bild erhalten kleine Zugaben von 1, 2 oder 5°, gemalztem Me)! 
verursachen schon eine viel gréBere Erhéhung der diastatischen Kraft 
der Mischung, als der theoretisch errechneten entspricht. Bei Vergrépe 


rung der Menge des hinzugefiigten Malzes wird die diastatische Kraft 
ebenfalls gréBer als die theoretisch berechnete, die Anderung ist aber 


nicht so sprunghaft wie bei den kleinen Zugaben. 
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Untersuchungen iiber den Alkaloidgehalt 
des Mutterkornes. 
Il. Mitteilung: 
Uber die quantitative Bestimmung der Mutterkornalkaloide 
in einzelnen Selerotien. 
Von 
Nikolaus v. Békésy. 
Aus dem Agrochemischen Institut der kgl.-ung. Universitat fiir Technik 
und Wirtschaftswissenschatt, Budapest. ) 
(Eingegangen am 26. Juni 1959.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


Die groBe Bedeutung der quantitativen Analyse von einzelnen 
Mutterkérnern ist darin zu suchen, dafS bei der parasitischen Kultur! 
eine Steigerung des Alkaloidgehalts die gréBte wirtschaftliche Bedeutung 
besitzt. Es zeigten Analysen namlich, dab zwischen den einzelnen 
Sclerotien im Alkaloidgehalt sehr groBe Unterschiede auftreten. Daraus 
ergibt sich die Méglichkeit in der parasitischen Kultur durch Auswah! 
eine Veredelung des Mutterkorns zu erreichen. Fiir diese Auswahl war 
nun eine quantitative Analyse der einzelnen Sclerotien nétig, die dabei 
fiir Massenuntersuchungen geeignet sein mubte. 

Fiir die quantitative Bestimmung der Alkaloide in so kleinen 
Mengen. wie in einem einzigen Mutterkorn, kam nur die Kolorimetrie in 
Betracht. Die kolorimetrische Bestimmung der Mutterkornalkaloide, 
besonders die von van Urk2 vorgeschlagene und von Smith? fiir quanti- 


tative Analyse eingefiihrte blaue Farbreaktion mit p-Dimethyvlaminobenz- 


aldehyd, ist bereits weitgehend ausgearbeitet. Es bestehen zahlreiche 
Untersuchungen dariiber?, auch das britische Arzneibuch iibernahm 
diese Methode, da es sich zeigte, daB die so erhaltenen Werte, mit dem 
biologischen Wert des Mutterkorns gut iibereinstimmen. Eine Kolori- 
metrie ohne Vergleichslésung wurde in der Arbeit von Schlemmer. 


1 N.v. Bekésy, Centralbl. f. Bakt., Abt. IT, 99, 321—332, 193s. 
2? H.W. van Urk, Pharm. Weekbl. 66, 473, 1929. 3 M.1I. Smith, U. S. 
Public Health Reports 1980, S. 1466. * BE. Lozinski, G. W. Holden u. 
G. R. Driver, Quart. J. Pharm. 6, 395, 1933; N. 1. Allport u. T. T. Cocking, 
ebenda 5, 341, 1932; C. H. Hampshire u. G. R. Page, ebenda 9, 60, 1936; 
N. L. Allport u. G. V. Porter, ebenda 11, 96 —109, 1938; S. dage Schow u. 
I. Bennekou, Dansk Tidsskr. Farmac. 12, 257—267, 1938; S. Aage Schou 
u. M. Tonnesen, ebenda 12, 268 —271, 272—278, 279—285. 1938; u. a. 











ISS N. v. Békésy: 


Wirth und Peters durchgefiihtt!. Im folgenden wird eine Mikro. 
Analysenmethode ausgearbeitet, wobei versucht wurde den Gang der 
Analyse méglichst zu vereinfachen und sie fiir parallele Massenunter. 
suchungen geeignet zu machen. 


Die Mutterkornanalysen lassen sich in folgende vier Phasen teilen 
1. Pulvern und Entfetten des Mutterkorns mittels Petrolather. 2. Her- 
stellung eines atherischen Extrakts aus dem entfetteten Mutterkory 
3. Uberfithrung der Alkaloide aus dem atherischen Extrakt als Salz 
in wasserige Lésung. 4. Kolorimetrische Be- 
stimmung der Alkaloide in der wasserigen Lé- 
sung. Im folgenden sollen nun die einzelnen 
Phasen besprochen werden. 





1. Fiir die Analysen wurden méglichst grobe 
Sclerotien ausgewahlt, diese mit laufenden 
Nummern versehen und zu je 20 Stiick mit 
dem Leica Naheinstellgerait photographiert, um, 
wenn ndotig, formelle Verschiedenheiten  ver- 
folgen zu k6énnen. Die einzelnen Sclerotien 
wurden dann halbiert, wobei die eine Halfte 





zur Analyse diente, die andere Halfte jedoch, 
versehen mit der Nummer des Sclerotiums, 
zum Ziichten der Mutterkornkulturen verwendet 
wurde. Da Vorversuche zeigten, da zwischen 
den einzelnen Halften des Sclerotiums im 
Alkaloidgehalt kein Unterschied zu finden ist, 
wurde stets die obere Halfte, die meist mehr 
verwitterte, zur Analyse verwendet. 

Der zu analysierende Teil des Sclerotiums 








Abb. 1. Perkolationseinrich- 
tung fiir die Entfettung. 


wurde, um die Entfettung zu erméglichen, in einem Moérser verrieben 
Obwoh! das Deutsche Arzneibuch VI. keine Entfettung vorschreibt, ist 
es zweckmabig sie doch vorzunehmen, um eine listige Emulsions- 
bildung bei den weiteren Manipulationen zu vermeiden, vgl. Wesse/?. 
Bei unseren sehr zahlreichen Untersuchungen stérte nur selten eine 
Emulsionsbildung selbst bei frisch geerntetem Mutterkorn, obwohl dies 
sehr dazu neigt. Die Entfettung laBt sich tibrigens sehr leicht durch 
Perkolation mit Petrolather durchfiihren. Dazu wird die in der Abb. | 
dargestellte Einrichtung verwendet. 

in die konische Verengung der Glasréhre wird eine passende Scheib« 
aus Pappe (a) auf den perforierten Halter (6) gedriickt, die die Durchflub- 


1 F. Schlemmer, P.H.A. Wirthu. H. Peters, Arch. Pharm. Ber. d. Deutsch. 
pharmaz. Ges. 274, 16—40, 1936. 2 F. Wessel, Pharmaz. Ztg. 1928. 
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eschwindigkeit des Petrolathers regelt, wobei die Dicke det Pappe so gewahlt 
yvird, daB der Petrolather mit einer Troptzahl von 2 bis 4 Tropften pro Minute 
lurchflieBt. Auf diese Pappe wird nun das zu analysierende Pulver eines 
Sclerotiums geschichtet, dariiber zwei genau in die Rohre passende Scheiben 
wus Filterpapier gedriickt, worauf nun das Pulver eines zweiten Sclerotiums 
veschichtet wird, das mit zwei Filterpapierscheiben zugedeckt, ein weiteres 
Ubereinanderschichten von zehn verschiedenen zu analysierenden Pulvern 
erlaubt. Auf das oberste Pulver kommt noch eine Filterscheibe, um beim 
AufgieBen des Petrolathers das Aufwirbeln des Pulvers zu verhindern. Jede 
Rohre enthalt somit der Reithe nach zehn Pulver, wird nun jede Réhre 
von Lbis 10. von TL bis 20 usw. numeriert, so ist ein Verwechseln der einzelnen 
Proben ausgeschlossen. Die Roéhren werden standig automatisch mit 
Petrolather versorgt, wie dies aus Abb. | zu entnehmen ist. Nach etwa 
12 Stunden ist das Mutterkorn vollkommen entfettet. Die Réhren werden 
dann vom iiberfliissigen Petrolather befreit, indem an der Verengung der 
Petrolither abgesaugt wird: die Reste werden durch Durchsaugen von Luft 
entfernt. Dazu kann gegebenenfalls ein Vakuum benutzt werden. Die 
einzelnen Proben werden entnommen, indem die Saule von unten mit dem 
dargestellten perforierten Halter (b) nebst Schieber (¢) nach oben gehoben 
wird, wobei jede Pulverlage beim Erreichen des Rohrenrandes als zu 
sammenhangende Pastille abgehoben werden kann. Es sei noch bemerkt, 
da das obere Ende der GlasrGhre zweckmabig abgeschliffen wird, da ein 
Abiunden der Réhre in der Flamme das Herausschieben erschwert. 

Der Fettgehalt der einzelnen Nclerotien ist ziemlich verschieden. 
Diesbeziigliche Analysen zeigten, dal} er zwischen 23 und 37 °,, schwankt. 
Trotzdem wurde fiir die Einwaage stets entfettetes Mutterkorn ver- 
wendet, um damit den Arbeitsgang zu erleichtern. Eine Umrechnung 
auf das nicht entfettete Mutterkorn wurde in vorliegender Arbeit nicht 
vorgenommen., 

Das Gewicht der einzelnen Sclerotien ist ziemlich klein, nur aus- 
erwahlte grobe Sclerotien erreichen ein Gewicht von 0,3 bis 0,4 g, im 
allvemeinen stehen Mutterkérner von 0,159 zur Verfiigung. Da nun 
zur Analyse nur die eine Halfte in Betracht kam, wurden als Ausgangs- 
material stets 0.06 ¢ verwendet. 

2. Die abgewogene Pulvermenge wurde in einem kleinen Morser 
von 10 cem Inhalt mit etwa 4mg MgO versetzt, das ganze innig ver- 
mischt und aus einer Kapillare mit einem kleinen Tropfen destillierten 
Wassers versetzt. Zwecks Freilegung der Alkaloide ist diese Masse innig 
zu vermischen, wobei nicht zuviel Wasser zugesetzt werden darf, damit 
sie nicht schmierig wird, sondern eine bréckelige Konsistenz aufweist. 
Die quantitative Ubertragung des Mutterkorns in die kleinen, zur 
Extraktion dienenden Réhren (vgl. Abb. 2) wird wesentlich erleichtert 
dadurch, da die bréckelige Masse mit einer Messerspitze Seesand 
verrieben wird, um die Klebrigkeit der Masse zu vermindern. Da- 
bei lést sich das an der Wand des Mérsers festhaftende Mutterkorn 
und verteilt sich im Sand, so daB das Ganze wieder eine pulverige Form 
erhalt, die nun leicht quantitativ iibertragbar ist. Das Verreiben mit 

13* 
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Seesand bringt auch noch den Vorteil mit sich, daB es die Extrakti: 
des Mutterkorns erleichtert, da der Ather in gréBere Klumpen nur schwe; wi 
hineindringt. Wurde dem Mutterkorn zu viel Wasser zugegeben, so on 
kommt es vor, dal} es selbst nach dem Verreiben mit Seesand zusamme 
geballt bleibt, in welchem Falle jeder Réhre zwei Glaskugeln zugege ber At 
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Abb. 2. Befestigungsart der Extraktionsréhren fiir die Schiittelmaschine. es 


werden, die bei der darauffolgenden Behandlung in der Schiittelmaschine 
die Brocken zerschlagen. 

Die Extraktion der einzelnen Proben erfolgt in kleinen, 5,5 ccm 
fassenden Réhren, nach Zugabe von 3 cem Ather pro narcosi. Um eine 
gute Extraktion zu erreichen, wurden die Réhren fiir 1 Stunde in die 
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Abb. 3. Schwingungsrahmen der Schiittelmaschine. 





Schiittelmaschine gelegt, wobei eine besondere Vorrichtung fiir die ve 
Aufnahme der vielen kleinen Glaser diente. ZI 

Sie bestand aus einem Brett (s. Abb. 2), dessen obere Fliche mit einem a 
porésen halbrunden Gummistreifen (Laticel) belegt war. In die Vertiefungen 
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der halbrunden Streifen kénnen die Réhren passend hineingelegt werden, 
wie dies aus der Abbildung zu ersehen ist. Ist das Brett mit den Réhren 
belegt, so kommt darauf ein Deckel und driickt das Ganze mit einem 
Querbalken zusammen, wozu die zwei Spindelschrauben an der Schiittel- 
maschine (vgl. Abb. 3) dienen. Um einen etwaigen Bruch der Réhren beim 
Aufsetzen des Deckels zu vermeiden, wird dieser ebenfalls mit einer porésen 
Gummischicht tiberzogen, so daB die Réhren von oben und unten elastiseh 
festgehalten werden. Je nach Bedarf kénnen mehrere derartige Vor- 
richtungen iibereinandergelegt werden. In Abb. 2 und 8 sind die Réhren 
auf zwei Schichten verteilt. 

Nach einstiindigem Schiitteln wurde die Extraktion beendet. 
Fiir die weitere Behandlung war es notwendig, den Ather vom Mutter- 
korn zu trennen. Dazu diente eine gréBere Zentri- 
fuge, an der die vorhandenen Roéhrenhalter so um- d 
vestaltet wurden, daB an die Stelle eines urspriing- 
lichen Rohres mehrere Extraktionsgliser eingestellt 
werden konnten. Bei unserer Zentrifuge gelang 
es so auf einmal IS Glaser zu zentrifugieren. 
Bei einer Tourenzahl von etwa 3000 pro Minute 
war in 5 Minuten der Ather vollkommen geklirt, 
so daB eine weitere Klarung, wie die des Deut- 
schen Arzneibuches VL. mit Tragacantha und 
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Taleum iiberfliissig war. 

Von dem Extrakt wurden nun 2 cem (— 0.04 g 
Mutterkorn) abgesaugt, wozu eine Pipette nach 
Abb. 4 diente. 


Das Absaugen des Athers geschieht am Mund 
stiick (a), das mit einem Gummischlauch mit der 
Pipette verbunden ist, wobei der Hahn = sich in 
Stellung [ befindet. Der Ather wird etwas iiber die Y 
Marke der Pipette gesaugt und durch eine '/, Drehung — Abb. 4. Abziehpipette. 
des Hahnes in Stellung IT hochgehalten. Nun sperrt 
man mit dem Zeigefinger die obere Offnung (b) der Pipette ab und bringt 
den Hahn in die Lage LIL und gebraucht sie dann wie eine gewoéhnliche 


R 








Pipette. 

3. Der abgesaugte Ather wird darauf zwecks Reinigung der Alka- 
loide in ahnliche Glaser, wie sie zur atherischen Extraktion verwendet 
wurden, tiberpipettiert und die Ausschiittelung mit Lcem = 1 °,iger 
Weinsaurelésung vorgenommen. Eine quantitative Ausschiittelung 
mit so kleinen Mengen wie 2.ccem Ather zu 1 com Weinsaurelésung ist 
nach der tiblichen Methode praktisch unausfiihrbar. Deshalb wurde 
versucht, aus dem Verteilungsgleichgewicht die Werte rechnerisch 
zu erfassen. Um das Verteilungsgleichgewicht zu bestimmen, wurden 
atherische Lésungen bekannter Konzentration hergestellt und diese 
mit Weinsaurelésung in einem Volumenverhaltnis von 2 : | kraftig durch- 
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schiittelt. Nach Trennung der Lésungen wurde in der Weinsaurelésun 

der Alkaloidgehalt kolorimetrisch bestimmt. Nolche Messungen wurd: 

mit Ergotoxin, mit reinen Gesamtalkaloiden und aus gelagertem Mutte; 
korn hergestellten Extrakten vorgenommen. Zu einem Teil der Messunven 
diente frisch hergestellter Mutterkornextrakt, zu einem anderen Tei! 
ein 4+ Tage alter Extrakt. In Abb. 5 sind die erhaltenen Werte dat 
gestellt, wobei die Kurve | die Werte fiir Ergotoxin und die Gesamtalk: 

loide, LL fiir frisch hergestellten Mutterkornextrakt aus gelagerten 
Mutterkorn und LIL fiir einen 4 Tage alten Extrakt angibt. 


Atkaloidgehalt in der Weinslemsaure 
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Alhahoigehalt im Ather 





Abb. 5. Prozentuelle Verteilung der Alkaloide zwischen Ather und wiisseriger Weinsiiurelésung 
Kurve I. Fiir Ergotoxin und Gesamtalkaloide. 
Il. Fir frisch hergestellten Mutterkornextrakt aus gelagertem Mutterkorn 
Ill. Fiir 4 Tage alten Mutterkornextrakt. 


Da die Geraden in einem Koordinatensystem, dessen beide Achsen 
durch dieselbe Einheit logarithmisch geteilt sind, unter 45° verlaufen. 
kann in der Gleichung des Verteilungssatzes kein Exponent vorhanden 
sein, es gilt also die Formel: 

O 
konst. 
C, 

Bekanntlich hat diese Formel nur dann eine Giiltigkeit, wenn das 

Molekulargewicht der gelésten Substanz in beiden Lésungsmitteln das 


gleiche ist, vgl. Nernst!. In unserem Falle ist in der wasserigen Losung 


ein Salz einer zweibasischen Siure vorhanden, wobei trotzdem diese 
Molekiilvergr6Berung das Gleichgewicht nicht stért, da die Molekiile 
vollkommen dissoziiert sind. Die Verhialtnisse C,/C, bei Ergotoxin 
und den Gesamtalkaloiden sind einander gleich. Eine Verschiebung 


1 W. Nernst, Theoretische Chemie, Stuttgart 1921. 
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tritt aber auf bei den Mutterkornextrakten, wo die Begleitstoffe die 
Léslichkeit der Alkaloide zugunsten der Weinsiurelésung im Ather 
erniedrigen. Ein alterer Extrakt zeigt diese Verschiebung bzw. Léslich- 
keitserniedrigung in noch gréBerem Mabe. NSchiitteln wir 2 cem atheri- 
sche Lésung mit | cem wisseriger Weinséurelésung, so ist der Alkaloid- 
vehalt in der Weinsiurelésung bei Ergotoxin und bei reinen Alkaloiden 
mit 2, bei frisch hergestellten Mutterkornextrakten aus gelagertem 
Mutterkorn im Durchschnitt mit 1,47 und bei alteren Extrakten mit 


1.25 bis 1,20 zu multiplizieren, um den Gehalt im Ather zu erhalten, 


wie dies aus der Abb. 5 zu entnehmen ist. 

All diese Untersuchungen wurden bei einer Zimmertemperatur 
von 20° bis 22°C vorgenommen. Den EinfluB der Temperatur zeigt 
die Tabelle I. 

Tabelle L. 





Alkaloidgehalt im Ather in °, 0,097 0,056 0,0174 0,0047 


Alkaloidgehalt nach Aus- bei 15°C 0,067 0,038 0,0118 0.0032 
schiittelung in Weinsaure- x» 20° Cc 0,068 0,037 0.0121 
lésung in % ( ,, 26°C 0,066 0,037 0.0124  0,0035 


Wie zu ersehen ist, haben Temperaturschwankungen keinen Einflub 
auf das Verteilungsgleichgewicht. 

Es zeigt sich somit, daB das Verteilungsgleichgewicht zur 
Mutterkornanalyse gut verwendet werden kann, vorausgesetzt, 
daB alles frisch verarbeitet wird. 

Zur Ausschiittelune des atherischen Extrakts kommen 
die kleinen R6hren 20 Minuten lang in die Schiittelmaschine, 
deren Frequenz pro Minute 300 betragt. Hierauf werden die 
kleinen Réhren in einem Behalter aufrecht gestellt, wobei die 
beiden Fliissigkeiten binnen einiger Minuten sich von selbst 
trennen. Nur selten st6ren Emulsionsbildungen die Trennung 
der Fliissigkeiten, tritt dies dennoch ein, so laBt sich dies 
durch Abzentrifugieren beseitigen. 

Von der unteren Lcem fassenden Weinsaurelésung werden 
zur folgenden kolorimetrischen Bestimmung 0,75 cem_ ab- 
gesaugt, wobei zu beachten ist, daB von dem dariiber be- 
findlichen atherischen Extrakt nichts mitpipettiert wird, dazu 
dient die Pipette nach Abb. 6. Man schlieBt die obere Offnung 
der Pipette mit dem Daumen und crwarmt mit der Hand 
den oberen Hohlraum, wobei die Luft sich ausdehnt und am seal 
unteren Ende der Pipette etwas ausstrémt, so daB wahrend — pipette zur 
des Durchdringens der Atherschicht die ausperlenden Luft- reo 

dnit Weetnc 


siiurelosung 


Bei der Anfertigung dieser Pipette ist darauf zu achten, dab vom Ather. 


blasen ein Kindringen des Athers in die Pipette verhindern. 
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die obere Verbreiterung nicht zu gro} bemessen wird, da sonst naci 
dem Ansaugen das Niveau der Fliissigkeit um die Marke schwankt 
Als geeignet erwies sich ein Inhalt von 2 cem. 

$. Die umpipettierte Weinsaurel6sung von 0,75 ccm wird fiir die 
kolorimetrische Untersuchung verwendet. Bei dem iiblichen Verfahren 
der Mutterkornalkaloidbestimmungen wird die ausgeschiittelte Wein. 
siurelésung vom Ather befreit, gefiltert und dann zur Kolorimetrie 
verwendet. In unserem Falle ware dies wegen der kleinen Mengen 
schwer durchfiihrbar. Es wurde deshalb untersucht, welche Fehler 
entstehen, wenn die Weinsaurelésung vom Ather nicht befreit und nicht 
filtriert wird.  Diesbeziigliche Messungen wurden an Weinsiure- 
ausschiittelungen vorgenommen, indem der Ather im Wasserbade bei 
409 C mit durchstr6mendem Stickstoff entfernt und nach Vertreiben 


des Athers die Lésung wieder auf den urspriinglichen Rauminhalt mit 


Wasser aufgefiillt wurde. Das Filtrieren geschah mit Jenaer Glas. 
filternutschen 38 G4. Die kolorimetrisch bestimmten Werte sind in 
Tabelle Il zusammengestellt. 


Tabelle Il. 





Probe Mit geléstem Ather Ather ausgetrieben 


Nr. nicht gefiltert gefiltert nicht gefiltert gefiltert 
0,0376 0,0372 0,0358 0,0350 


0,0171 0,0161 0,0162 0,0150 
0,0055 0,0053 0,0055 0,0055 


Wie zu ersehen ist, unterscheiden sich die Werte nicht sehr von 
einander, so da das Vertreiben des Athers und das Filtrieren  iiber- 
fliissig ist. 

Zur Ermittelung der Farbreaktion wurde die Arbeitsvorschrift 
von Schlemmer, Wirth und Peters verwendet. Das Reagens p-Dimethivy!- 
aminobenzaldehyd wird 0,25°,ig in 50° iger Schwefelsdure  gelost 
und von dieser Lésung zwei Teile zu einem Teil Alkaloidl6sung zugegeben 
in unserem Falle zu 0,75 cem 1,5 cem Reagens. Das Ganze wird durcl- 
geschiittelt und zum Erreichen der Farbreaktion in einer Analysen- 
quarzlampe ohne Filter 18 Minuten lang belichtet. Die genannten 
Verfasser belichten zwar nur 10 Minuten lang, doch hat es sich gezeigt, 
dafB bei konzentrierteren Lésungen diese Belichtung nicht ausreicht 
Kine langere Belichtung hatte jedoch keinen EinfluB auf die Farb- 
reaktion. Die Belichtung wurde in kleinen, den Kristallisierschalen 
ihnlichen Glasern vorgenommen, so daB auf cinmal 30 Proben bestrah!t 
werden konnten. 

Bei unseren Untersuchungen war nicht nur das Mutterkorn vom 
héchsten Alkaloidgehalt auszusuchen, sondern auch die prozentuelle 
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Verteilung der Alkaloide im Mutterkorn zu bestimmen. (Untersuchung 


der Populationen.) Somit war die Bestimmung des Alkaloidgehalts 


auch in Mutterkérnern mit niedrigem Alkaloidgehalt notwendig. Da 
nun die Extinktion von solchen Alkaloidlésungen sehr gering ist, ist 
dazu eine gréBere Schichtdicke notwendig, wobei die zur Verfiigung 
stehende Fliissigkeitsmenge von 2,.25¢cm nur bei Gebrauch einer 
Mikrokiivette ausreicht. Alle unsere Messungen wurden mit dem 
Pulfrich-Kolorimeter vorgenommen. Dieses Instrument ist auch fiir 
den Gebrauch von Mikrokiivetten ausgestattet. Bei Verwendung dieser 
Kiivetten zeigte es sich, daB sie bei Massenuntersuchungen kein ge- 


nigend rasches Arbeiten erlauben, da das blasenfreie Fiillen der Kiivetten 


Abb. 7. Mikrokiivetten. 


mit der saurehaltigen Lésung wegen des Aufschraubens des Deckglases 
schwer sauber durchzufiihren ist. Deshalb wurden spezielle Kiivetten 
hergestellt, siehe Abb. 7, die oben offen sind und eine schnelle Fiillung 
und Entnahme der Untersuchungsfliissigkeit erméglichen. Als Schicht- 
dicke der Kiivetten wurden 2,5, 10 und 49 mm gewahlt. Die geringe 
Schichtdicke von 2,5 mm ist bei Untersuchungen von alkaloidreichem 
Mutterkorn notwendig, um bei den Messungen nicht eine gréBere Ex- 
tinktion als # 1,3 ablesen zu miissen. Die Kiivetten mit 2.5 und 
10mm Schichtdicke wurden aus planparallelen Scheiben hergestellt, 
die 40 mm Kiivette wurde aus Barometerglas geschliffen. Ahnlich den 
Pulfrich-Kiivetten wurden die Seiten einerseits mit planparallelen 
Scheiben, andererseits mit einer plankonvexen Linse abgesperrt !. 

Um eine schnelle und saubere Arbeit zu ermoéglichen, wird die 
Untersuchungsfliissigkeit nach der Messung abgesaugt, dazu dient eine 
vergoldete Injektionskaniile einer Rekordspritze, die mit einer Wasser- 
strahlpumpe verbunden ist. 


' Nach AbschluB der Analysen brachte die Firma Zeiss ,,Wleinkiivetten 
zum Pulfrich-Kolorimeter* in den Handel, diese eignen sich bei kleinem 
Fassungsraum auch fiir Massenuntersuchungen. 
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Bei den kolorimetrischen Messungen wurde stets der Spektr: 


filter S53 vorgeschaltet. Fiir die Umrechnung der abgelesenen [x 
tinktionswerte der MeBtrommel bestimmt man zuerst den Extinktions 
koeffizienten (— k) in dem die abgelesenen Werte auf lem = Schich: 
dicke bezogen werden. Der Alkaloidgehalt laBt sich durch eine Eich 
kurve bestimmen, die bereits von Sch’emmer, Wirth und Peters angegeber 
wurde. Zur Darstellung dieser Kichkurve gebrauchten die genannten 
Verfasser die MeBwerte der einzelnen Alkaloide, die auf ein Molekula: 
gewicht von 660 bezogen wurden. Auf dieses Molekulargewicht bezielt 
sich auch das Deutsche Arznei 
buch VI. bei den maBanalvtischen 
Gehaltsbestimmungen des Mutter 
korns. 

Es erwies sich jedoch als 
zweckmabig die Kichkurve neu zu 
bestimmen, denn in verschiedenen 
Mutterkornmustern  findet > man 
zwischen den einzelnen  Alkalo 
iden ziemlich groBe Unterschiede 





<a. Th 0% »=—SO ist z. B. Ergotamin und Er 

Atkaloidgehalt gotaminin nur im ungarischen 
Abb. 8. Eichkurve von Schlemmer, Wirt und Mutterkorn in gréBeren Mengen zu 
Peters und MeBpunkte, die mit Gesamt- 
alkaloiden des ungarischen Mutterkorns er- 
halten wurden. kommt es iiberhaupt nicht vor 


finden, im spanischen Mutterkorn 


Deshalb war zu untersuchen, ob 
die angegebene Eichkurve auch fiir das ungarische Mutterkorn ihre 
Giltigkeit beibehalt. Zu diesem Zweck wurden die Gesamtalkaloide 
des ungarischen Mutterkorns aus einem Benzolextrakt isoliert und mit 
diesem die Eichkurve von neuem aufgenommen. Abb. 8 zeigt, dab die 
erhaltenen Werte gut mit der Kichkurve der genannten Verfasser tiber 
einstimmen. 

Um in unsrem Falle an der Eichkurve sofort die endgiiltigen Werte 
des Alkaloidgehalts ablesen zu kénnen, wurde die Kurve folgendermafen 
umgerechnet. Wie friiher dargestellt, wurden von 0,06 ¢ Mutterkorn 
0.04 ¢ im atherischen Extrakt fiir die Ausschiittelung in der Weinsaure- 
lésung verwendet. Um die Werte auf 1 g Mutterkorn zu beziehen, haben 
wir die Werte der Abszisse der obigen Eichkurve mit 25 zu multiplizieren., 
auBerdem ist noch die Alkaloidgehaltverminderung zu _ beriicksichtigen, 
die durch Verwendung der Methode des Verteilungsgleichgewichts 
entsteht, wobei die Werte der Abszisse bei frisch hergestellten Mutter- 
kornextrakten aus gelagertem Mutterkorn noch mit 1,47 zu multi 
plizieren sind, so daB sich eine GesamtvergroBerung von 25>: 1,47 et 
gibt. Die so umgerechnete Eichkurve ist in der Abb. 9 dargestellt, wo 
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die Abszisse sofort den Alkaloidgehalt in Prozenten ausdriickt, als 
Funktion des Extinktionskoeffizienten k. 

Die Fehler, mit der die Mutterkornalkaloidbestimmungen im 
allgemeinen behaftet sind, betragen, ohne auf die methodischen Fehler 
der Analyse einzugehen, bei ein und derselben Arbeitsweise etwa + 20°. 
Kin ahnlich groBer Fehler entsteht z. B. bei der Analyse nach dem 
Deutschen Arzneibuch VI. schon dadurch, daB man den Farbumschlag 
des Indikators nicht geniigend scharf beurteilen kann, vel. Wessel (1. ¢.). 


asr 





“ = 


Extinktionshoeficlen! k 
= 











425 OS Gl. 10 125% 
Alkaloidgehalt 
Abb. 9. Eichkurve fiir die Bestimmung des Alkaloidgehalts in Prozenten. 
Bei unseren Analysen waren bei parallelen Untersuchungen die Ab- 
weichungen meist kleiner als + 15°). 


Zum SchluB wollen wir erwahnen, daB zur Zeit iiber S800 einzelne 


Sclerotien untersucht wurden. Es gelang taglich 50 bis 60 Analysen 
parallel durchzufiihren. 


Bei der Analyse fanden wir viele Sclerotien, die tiberhaupt keinen 
Alkaloidgehalt hatten, doch fanden wir auch solche mit einem auf- 
fallend hohen Alkaloidgehalt von itiber 1°, Gesamtalkaloid, so dab 
in diesen Sclerotien der zehnfache Alkaloidgehalt einer guten Handels- 
ware vorhanden ist. Es wird daher der minimale Alkaloidgehalt des 
Deutschen Arzneibuches VI. von 0,05°, um das Zwanzigfache tiber- 
schritten. 


Dem Leiter des Instituts, Herrn Professor Géza v. Doby, danke ich fiir 
die freundliche Unterstiitzung. 











Untersuchungen 
iiber die ernihrungsphysiologische Wirkung des frisch 
ausgemahlenen und des gelagerten Roggenvollkorn- 
mehles in bezug auf den Glykogengehalt der Leber, 
Von 
Adolf Bickel. 
(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an de 
Universitat in Berlin.) 


(Eingegangen am 4. Juli 1939.) 


Dab bei der Lagerung des Mehles Anderungen in seinem chemischen 
und physiko-chemischen Verhalten auftreten, ist bekannt [AKosmin (1) 
Dadurch kénnen auch Geschmack und Backfahigkeit des Mehles be 
einfluBt werden. Man faBt die Gesamtheit der Vorginge, die sich in 
diesem Sinne im Mehle abspielen, unter dem Begriff der ,,Reifung 
des Mehles zusammen. 

Die dieser Reifung zugrunde liegenden Prozesse sind heute noch 
weit davon entfernt, véllig aufgeklart zu sein. Die bisherigen Unter- 
suchungen haben fast ausschlieBlich die backtechnische Auswirkung 
der genannten Vorgange im Auge gehabt. Die Frage, ob und in welche: 
Richtung eben diese Anderungen im Mehle die ernahrungsphysiologische 
Wirkung desselben modifizieren, ist, wenn man von den Folgen fiir den 
Wohlgeschmack des Mehles und die damit zusammenhangenden psycho- 
physiologischen Geschehnisse in ihrer Auswirkung auf gewisse Funktionen 
der Verdauungsorgane absieht, itiberhaupt noch nicht untersucht worden 

Die auBerordentliche Bedeutung, die die Lagerung von Lebens 
mitteln bei der gegebenen politischen Situation fiir das heutige Deutsch- 
land erhalten hat, erheischt einen vertieften Einblick in die bei det 
jeweiligen Art der Lagerung der Nahrung sich in ihr abspielenden 
Vorgange und dariiber hinaus vor allem auch ein gut fundiertes und 


umfangliches Wissen um die Art und Richtung der Anderung der er- 
nihrungsphysiologischen Wirkung, die die Lebensmittel durch jen 


Vorgange in ihnen wahrend der Lagerung erleiden. 

Die Lésung dieser Aufgabe ist gewiB schwierig. Denn beim Studium 
der physiologischen Auswirkung steht man einer schier unendlichen 
Fiille von Méglichkeiten der Funktionsst6rung gegeniiber, aus der man 
die tatsaichlich gestérten Funktionen zunachst herauszufinden hat 


1 Eine kurze vorlaufige Mitteilung des Ergebnisses dieser Arbeit 1-1 
in der Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 7, 272, 1939 erschienen. 
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bevor man an die Klarstellung der Mechanik der St6érung herangehen 
kann. 


So erklart es sich, warum so wenig in dieser Hinsicht bekannt ist, 
obschon doch die ernahrungsphysiologische Wirkung letzte Instanz 
fir die Entscheidung iiber Wert und Unwert gelagerter Nahrung ist. 


Wenn auch die Beobachtungen tiber chemische und _ physiko- 
chemische Anderungen im Mehl bei seiner Lagerung vor allem, wenn 
auch nicht ausschlieBlich, am Weizenmehl angestellt wurden, so wird 
man sie doch in ihrer Gesamtheit auf das Roggenmehl iibertragen 
und aus naheliegenden Griinden annehmen diirfen, daB insbesondere 
beim Vollkornmehl alle Veranderungen eher starker als schwéacher 
wie bei Mehlen anderer Ausmahlungsgrade auftreten. 


Die beim Lagern des Mehles eintretenden Verainderungen chemischer 
Art betreffen vor allem das Fett, das gespalten wird, wodurch eine Aciditats- 
zunahme im Mehl und ein bitterer und ranziger Geschmack desselben herbei- 
gefiihrt werden [Kosmin (2)]. Es entstehen vorziiglich die freien, unge- 
sittigten Fettsauren: Olein-, Linol- und Linolensaure | Resnitschenko und 
Popzowa (3), Kosmin und Alakrinskaja (4)]. Diese Sauren bilden sich auch 
dann, wenn das Mehl unter Luftabschlu8 aufbewahrt wird. Nur bleiben 
im letzteren Falle Geruch und Geschmack des Mehles unverandert. Der 
ranzige Geruch und Geschmack des Mehles erscheinen nur beim Zutritt 
von Luftsauerstoff [Resnitschenko und Popzowa (3), Kiihl (6)}. 

Die Untersuchung des rein bitteren Geschmacks an kleiearmen Weizen- 
und Roggenmehlen, der an sich immer das Zeichen einer bereits eingetretenen 
Zersetzung im Mehle ist, zeigte folgendes [Liining und Kovacz (5)|. Das aus 
dem Mehl ausgezogene Fett, das bei Zimmertemperatur eine klare, gelbbraune 
Fliissigkeit darstellt, laBt keinen bitteren Geschmack erkennen, wenn man 
es als solches auf die Zunge bringt. Wird jedoch das Fett in Ather gelést 
und in dieser Lésung dem entfetteten und nicht mehr bitteren Mehl wieder 
untermischt, besitzt das Mehl nach dem Abdunsten des Athers erneut den 
bitteren Geschmack. Das Mehl wirkt also hier als Dispergens, indem der im 
Fett enthaltene Bitterstoff bei seiner Verteilung iiber das Mehl besser auf 
die Sinnesorgane der Zunge einwirken kann als bei seiner Lésung im Fett. 
Jedenfalls ist das Fett bzw. sind aus ihm entstehende Stoffe die Trager des 
bitteren Geschmacks. 

Von chemischen Anderungen des lagernden Mehles sind ferner bekannt 
am Kohlenhydrat Abbau der Starke zum Teil zu Disaechariden | Adh/ (6)], 
eine Verwandlung organisch gebundenen Phosphors in anorganisches 
Phosphat, wobei auch die Phytine gespalten werden, an denen demnach 
das lagernde Mehl verarmt [A7dhl (6)|. Der Vitamin-A-Gehalt des Mehles 
verringert sich mit der Zeit durch Oxydation des Vitamins. Daraus erklart 
sich wohl auch die Beobachtung von Pfannenstiel und Jusatz (12), dab 
sich im Wachstumsversuch 50 Tage lang gelagertes Vollkornmehl von ge- 
ringerem biologischen Nahrwerte erwies als das frisch ausgemahlene Mehl. 
Bei gealtertem Mehl kann die Diastasewirkung selbst beim Temperatur- 
optimum geschwacht sein | Avdhl (6)}. 

Bemerkenswert ist, daB chemische Anderungen am Eiweif gelagerten 
Mehles analytisch nicht nachgewiesen werden konnten. 
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Die physiko-chemischen Anderungen des Mehles, die in diesem 7Z 
sammenhang erwahnt werden miissen, sind zum Teil die Folge der chem 
schen Umsetzungen. So fiihrt die Aciditatssteigerung zu einer Anderung de 
Gelbildung [| Resnitschenko und Popzowa (3)]. Die Anderung der Gelbildung 
ist wieder die Ursache fiir eine St6érung in der Feinheit der Verteilung von 
Starke und Rohfaser in dem EiweiBgel [| Resnitschenko und Popzowa (33 
Dadurch wird der Teig kriimelig und die Backfahigkeit leidet not. 

Es ist gewifB nicht viel, was die chemische und physiko- 
chemische Forschung bislang an Anderungen im lagernden Mehl er- 
mitteln konnte. Es entbehrt dieses Wenige aber auBerdem vorliufig 
noch fast jeder erkennbaren Verbindung mit dem Ergebnis derjenigen 
physiologischen Untersuchungen, tiber die ich im folgenden berichten 
will. Sie wurden im Laufe der letzten Jahre in Gemeinschaft mit einigen 
meiner Schiller ausgefiihrt. 

Insofern das Mehl in noch gr6Berem Umfange als es EiweiBspender 
ist, fiir die Kohlenhydratbelieferung des Kérpers bei der Volksernahrung 
sorgt, indem im Getreidekorn bei einem relativ minimalen Fettgehalt 
der Kohlenhydratgehalt etwa sechsmal so groB ist wie der Eiweibgehalt, 
lag der Gedanke nahe, vor allem einmal nachzusehen, wie der Genui 
von frisch ausgemahlenem Mehl im Vergleich zu demjenigen von ge- 
lagertem Mehl den Kohlenhydratumsatz im Korper beeinfluBt. Da 
nun bei der Glykogendeponierung in der Leber nach meinen dies. 
beztiglichen Untersuchungen (9) (10) in der Norm im Falle der iiblichen 
gemischten Ernahrung das Kohlenhydrat im wesentlichen als Baustein 
lieferant, das Eiweif aber vor allem als Regulator des ganzen Vorgangs 
auftritt, schien es mir am meisten erfolgversprechend zu sein, wenn 
man mit frisch ausgemahlenem und abgelagertem Mehl einmal ver- 
gleichende Fiitterungsversuche iiber die GréBe der Glykogenstapelung 
in der Leber machte. Um dabei Unterschiede von Belang in der Vitamin... 


Fett- und Mineralstoffversorgung des Korpers auszuschlieBen, wurden 


dig Versuchstiere, die mannliche weiBe Ratten waren, vor Eintritt in 
den Versuch in der Regel mehrere Tage mit Hefezulage zu einer be- 
stimmten K6rnernahrung gefiittert und erhielten wahrend des Versuchs 
neben dem jeweiligen Mehl und den aus den diesbeziiglichen Tabellen 
ersichtlichen anderen Nahrungsbestandteilen eine bestimmte, ansehn- 
liche Menge von Lebertran und frischem Citronen- oder Apfelsinensaft 
nebst einer bestimmten und geniigenden Dosis des Mc. Collumschen 
Salzgemischs Nr. 185. 

Bei derartiger Anordnung der Versuche konnten Unterschiede 
in der Fett-, Vitamin- und Mineralstoffversorgung des Kérpers bei den 
mit verschiedenen Mehlproben ernahrten Tieren kaum noch in Beziehung 
zu einem eventuell sich zeigenden unterschiedlichen Verhalten der 
Lebern bei den beiden Tiergruppen stehen. Im iibrigen hatte die Nahruny 
bei den unter sich zu vergleichenden Tieren gleichen Stickstoff-, Kohlen- 
hydrat- und Caloriengehalt. 
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Im einzelnen gestaltete sich der Verlauf eines solehen Versuchs 
folgendermaBen. 


Wir nehmen z. B. 20 annahernd gleichschwere Ratten und teilen sie 
in zwei Gruppen A und B von je 10 Tieren. Die Gruppe A bekommt das 
friseh ausgemahlene Mehl, die Gruppe B eine N-aquimolekulare Menge 
Mehl, das bereits vor langerer Zeit ausgemahlen worden war. 

Bei der itiberwiegenden Mehrzahl der Versuche verfuhr man so, da®B die 
Halfte eines Zentners Roggenkérner 100°,ig ausgemahlen und das dabei 
erhaltene Mehl etwa 2'/, Monate unter den iiblichen Kautelen gelagert 
wurde, bevor man es in den Versuch nahm. Die andere Halfte des genannten 
Zentners Getreide bewahrte man als Roggenkérner auf. Es wurde dann 
wahrend der Dauer des Versuchs taiglich soviel davon ausgemahlen, als man 
fiir den Tag benétigte. Dabei achtete man mit Hilfe der mikroskopischen 
Untersuchung genau darauf, da die Feinheit der Ausmahlung bei allen 
Mehlproben stets die gleiche war. 

Bei einigen anderen Versuchen gelangten Roggenvollkornmehle unter- 
schiedlicher Provenienz und nach verschieden langer Lagerung zur ver- 
gleichenden Priifung. 

Es wurden auch Versuche mit einem Nahrungsgemisch gemacht, in 
dem an Stelle des MehleiweiBes, iiberhaupt des gesamten Mehl-N, Casein in 
N-aquimolekularer Menge und an Stelle des Mehlkohlenhydrats die fiir die 
Glykogenbildung genau wie Weizenstirke geeignete Kartoffelstarke | Dano- 
poulos (7)| gegeben wurde. Diese Versuche dienten zum vergleichenden 
Studium der Wirkung einer Mehldiat mit einer analog zusammengesetzten 
Caseindiit auf den Glykogengehalt der Leber. Es versteht sich, daB bei 
allen Vergleichsversuchen auch die Kalorienspeisung der Tierkérper un- 
gefahr die gleiche war. Auch wurde einmal an Stelle des Caseins eine 
Mischung aus Weizen- und Eiereiweifi genommen. 

Die tagliche Nahrung fiir eine Rattengruppe wurde so zubereitet, daB 
alle Nahrungsbestandteile mit Ausnahme des Lebertrans und des Citronen- 


oder des Apfelsinensaftes zu einem steifen Brei gekocht wurden, dem man 
nach dem Kochen die Vitamintriager, Tran und frischen Fruchtsaft, zu- 
mischte. 


Bei den Versuchen wurde das Kérpergewicht jeder Tiergruppe gewéhn- 
lich ein um den anderen Tag bestimmt. 

Nachdem die Tiere eine bestimmte Zahl von Tagen mit den zu priifenden 
Mehlen ernahrt worden waren, wobei sie ausnahmslos die genau definierte 
tagliche Futterration quantitativ verzehrten, wurden sie 22 Stunden nach 
der letzten Futterdarreichung getétet. 

Die Futtergabe erfolgte etwa 11 Uhr vormittags, der Verzehr dieses 
Futters erstreckte sich bis tief in die Nacht hinein und war daher nur wenige 
Stunden am Tage der Té6tung vor Vornahme derselben beendet. Die Tétung 
fand zwischen 9 und 9.30 Uhr vormittags statt und erfolgte durch Genick- 
schlag. Es wurden immer die Lebern von je fiinf Tieren einer Gruppe zu- 
sammen der Analyse zugefiihrt. Man tétete z. B. erst fiinf Tiere der oben- 
genannten Gruppe A, nahm die Lebern blitzschnell aus dem Bauch, tupite 
das ihrer Oberflache anhaftende Blut ab, zerstiickelte sie mit einigen Scheren- 
schnitten und warf sie in vorher tarierte Kélbchen mit heiBer Kalilauge 
und wog sie darin. Das alles beanspruchte kaum mehr als einige Minuten. 
Unmittelbar danach verfuhr man mit fiinf Tieren der Gruppe Bb genau so. 
Die Glykogenanalysen wurden also immer an je fiinf Tieren einer Gruppe 
gemeinsam ausgefiihrt, und zwar nach der von Bésl (8) modifizierten Pfliger- 
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schen Methode. Die Zuckerbestimmung wurde nach der Mikromethode wor 
Hagedorn-Jensen gemacht. In den Versuchsprotokollen sind die Glykoge: 
traubenzuckerwerte verzeichnet und beziehen sich auf die frische Lebe: 

Die Gewichtszahlen geben das Gesamtgewicht der jeweiligen Tie; 
gruppe an; nur beim Versuch 5 beziehen sie sich aut das mittlere Gewicht 
des einzelnen Tieres jeder Gruppe. 


Versuch 1. 
Vergleich einer Nahrung, in der der N-Trager frisch ausgemahlenes 
Roggenvollkornmehl aus der Ernte 1935 ist, mit einer solchen, deren N-Trage: 


eine Mischung aus Eiereiweifi und Weizeneiweif darstellt, die im Sinne 


eines niedrigen Glykogengehalts der Leber den Stoffwechsel steuert. T6tuny 
der Tiere am zehnten Tage. Zwei Gruppen von je fiinf Ratten. Nahruny 
fiir fiinf Ratten. 


Gruppe A. Gruppe B. 


Vollkornroggenmeh! 46,5g = 0,68¢N Kier-Weizeneiweik - 

Lebertran 5.0 eem gemisch O.GSaN 
Riibenzucker 5 Lebertran 5,0 cem 
Kartoffelstarke Riibenzucker 

Salzgemisch Kartoffelstarke! .. 

Citronensaft 5.0 cem Salzgemisch 

Wasser 300,0 — ,, Citronensaft 5,0 cem 
Kalorien pro Tag und Tier etwa 47 Wasser 300.0 
Kalorien pro Tag und Tier etwa 37 





Versuchstag Korpergewicht Versuchstag kK Orpergewicht 
Nr. von 5 Tieren in g Nr. von 5 Tieren in g 


800 ] 810 
800 3 810 
795 5 815 
795 2 815 
¢ 795 9 


10 10 





Lebergewicht 39,0 2 Lebergewicht 
Glykogentraubenzucker .. 1,40 Glykogentraubenzucker... 1,06 °, 


Ergebnis. Die Lebern der mit frischem Vollkornroggenmehl ernahrten 
Tiere enthalten 32% Glykogen mehr als die Lebern der mit der Eier-Weizen 
eiweiBmischung ernahrten Tiere. 

In diesem Versuch war ausnahmsweise der Kaloriengehalt bei der Eie: 
WeizeneiweiBdiit etwas niedriger gehalten worden als bei der Mehldiit. 
Dab bei jener die Tiere an Gewicht trotzdem zunahmen, wahrend sie bei 
dieser abnahmen, hangt offensichtlich mit der unterschiedlichen Giite det 
Nahrungs-N-Trager zusammen. 


Versuch 2. 
Vergleich einer Nahrung, in der der N-Trager gelagertes Roggenvollkornmeh| 
aus der Ernte 1936 ist, mit einer solchen, deren N-Trager Casein bildet, das 
im Sinne eines niedrigen Glykogengehalts der Leber den Stoffwechsel 
' Das glykogenbildende Vermégen der Kartoffelstarke ist demjenigen 
der Weizenstarke und damit auch wohl dem der Roggenstirke gleich |Dano- 
poulos (7)}. 
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Das Roggenmeh|! hatte bei diesem Versuch nach der Ausmahlung 


etwa 9 Monate im Laboratorium verschlossen in einer Papiertiite gelagert. 


rstung der Tiere am zehnten und zwélften 
Nahrung fiir zehn 


zehn 


Gruppe A. 
Vollkornroggenmehl 85 ¢ 
Lebertran 
Riibenzucker 
Kartoffelstarke 
Salzgemisch 
Apfelsinensaft 
Wasser 


Kalorien pro Tag und 
i 


Ratten. 


600 


Tier etwa 63 


lage. 


Ratten. 


Casem 

Lebertran 
Riibenzucker 
Kartotfelstarke ... 
Salzgemisch 


Aptelsinensaft 


Gruppe Bb. 


Zwei Gruppen von je 


L3gegN 


25 cem 


10 cem 
How 


Kalorien pro Tag und Tier etwa 67 





Koérpergewicht in g 


Versuchstag 
Gruppe « 
Nr. 5 Tiere 
757 
760 
760 
765 
765 


Gruppe 3 
5 Tiere 
7a9 
760 
765 
765 
769 


770 


Versuchstag 
Gruppe « 
Nr 5 Tiere 
748 
748 
70 
a5 
7b0 


Korpergewicht in g 


Gruppe 
D5 Tiere 
790 
750 
D5 


(0 
760 
760 





Lebergewicht 


a 


Gruppe «@ $1.3 


Glykogen- 
traubenzucker 


0,99 


Lebergewicht 


207 
39,5 


Gruppe « 


Glykogen- 
traubenzucker 


O96 








‘“ 3 41.8 1,01 = ; 40,1 1,00 

Die Vollkorn- 
roggenmehl oder mit Casein ernaihrten Tiere haben denselben Glykogengehalt, 
Fiitterung 


Ergebnis. Lebern der mit etwa 9 Monate gelagertem 
einerlei, ob sie am zehnten oder zwélften Tage nach Beginn det 


getéotet wurden. 


Versuch 8. 
Vergleich einer Nahrung, in der der N-Trager frisch ausgemahlenes Roggen 
Ernte 1937 ist, N-Traget 
Casein bildet, das im Sinne eines niedrigen Glykogengehalts der Leber den 
Stoffwechsel steuert. 
vor Versuchsbeginn ausgemahlen worden. 
und zwoélften Tage. Zwei Gruppen von je zehn Ratten. Nahrung fiir zehn 


vollkornmehl aus der mit emer solchen, deren 
Das Roggenmehl war bei diesem Versuch wenige Tae 


Tétung der Tiere am zelnten 





Gruppe A. 


Vollkornroggenmehl 85,1 g¢ 


Lebertran 
Riibenzucker 
Kartoffelstairke 
Salzgemisch 
Apfelsinensatt 
Wasser 

Kalorien pro Tier 


Tiere. 


12gN 
25,0cem 
35.0g 

2,0¢ 

10,0cem 
600.0 


und Tag etwa 63 


Gruppe B. 
Casem 
Lebertran 
Riibenzucker 
Kartoffelstarke 
Salzgemisch 
Apfelsinensaft 
Wasser 


Kalorien pro Tier 





10.0 ¢ 


und Tag etwa 


14 * 


1l2g2N 


25,0cem 


20g 
LO.Qe¢em 
600.0. 
67 
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Korpergewicht in g 


Versuchstag 


Gruppe @ 


Nr. 5 Tiere 


760 
760 
765 
765 


765 


Gruppe 3 
5 Tiere 


760 
760 
765 
765 
768 


768 


Korpergewicht in g 
Versuchstag 
Gruppe « Gruppe 3 
Nr. 5 Tiere 5 Tiere 


(ear) 


55 755 
755 755 
760 760 
760 + 760 
760 + 





Lebergewicht 
Gruppe ¢ 41,5 
‘ 8 41,9 


Glykogen- 
traubenzucker 


Glykogen- 


Lebergewicht — traybenzucker 


g 0 a 


Gruppe «@ 39,5 0,96 





B 40,2 0,99 


” f 


Ergebnis. Die Lebern der mit frisch ausgemahlenem Roggenvollkornmeh| 


ernahrten Tiere enthalten 85°, Glykogen mehr als die Lebern der mit 
Casein ernahrten Tiere. 
Versuch 4. 
Vergleich einer Nahrung, in der der N-Trager Vollkornroggenmehl aus det 
Ernte 1937 ist, das nach der Ausmahlung etwa 1 Woche gelagert hat, mit 
einer solechen, deren N-Trager Casein bildet, das im Sinne eines niedrigen 
Glykogengehalts der Leber den Stoffwechsel steuert. Tétung der Tiere am 
zehnten und zwiélften Tage. Zwei Gruppen von je zehn Ratten. Nahrung 
fiir zehn Tiere. 





Gruppe B 
Genau wie Versuch 3, Gruppe B 


Gruppe A 
Genau wie Versuch 3, Gruppe A 


Vollkornroggenmehl 


Kérpergewicht in g 


Casein 


Koérpergewicht in g 


Versuchstag 

Gruppe « 
Nr. 5 Tiere 

780 

780 

785 

785 

785 


Gruppe 3 
5 Tiere 


780 
780 
780 
785 


Versuchstag 
Gruppe « Gruppe 3 

Nr. 5 Tiere 5 Tiere 
775 775 

775 775 

775 780 

780 780 

780 -+- 780 

780 





Lebergewicht 


g 


Gly kogen- 
traubenzucker 


0 
0 


4 Glykogen- 
Lebergewieht — traubenzucker 


g 
- 





Gruppe 37,0 2.61 Gruppe 34,0 1,63 
Ps p 38,0 2,63 ie 32,5 1,63 





Ergebnis. Die Lebern der mit dem frisch ausgemahlenen Vollkorn- 
roggenmehl ernihrten Tiere enthalten 61°, Glykogen mehr als die Lebern 
der mit Casein erndhrten Tiere. 


Versuch 5. 


Vergleich von drei Kostproben, in denen entweder a) Casein oder 
b) frisch ausgemahlenes Roggenvollkornmeh] oder c) 21/, Monate nach der 
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Ausmahlung gelagertes Roggenvollkornmehl der Nahrungs-N-Trager ist. 
Bei diesem Versuch war die Halfte eines Zentners Roggenkérner aus 
gemahlen und dann als Mehl vor der Verfiitterung 2! , Monate unter Beob- 
achtung aller erforderlichen Sorgfalt gelagert worden. Die andere Halfte 
des Zentners wurde in unvermahlenem Zustande in der Koérnerform auf- 
bewahrt. Es wurde dann bei Vornahme der Tierversuche taglich soviel 
Mehl von diesem K6rnervorrat ausgemahlen, als fiir die Fiitterung jeweils 
erforderlich war. 

Mit der Caseinnahrung wurden 10 Ratten, mit der Nahrung aus 
frisch ausgemahlenem Roggenvollkoinmeh! 40 Ratten und mit der Nahrung 
aus abgelagertem Roggenvollkornmehl 30 Ratten ernaihrt. Vor Beginn des 
Versuchs waren simtliche 80 Ratten 1 Woche lang bei gleichmasiger Er- 
nahrung (K6érnerfutter mit Hefezulage) gehalten worden. 

Die mittleren Gewichte der Einzeltiere bei den unterschiedlichen 
Gruppen lagen zwischen 160 und 180g, meist bei 170 g. 

Es wurden immer zehn Tiere einer Gruppe gemeinsam in einem Kafig 
gehalten und gemeinsam gefiittert, und es wurden stets die Lebern von je 
fiinf Tieren einer Gruppe zusammen analysiert. 

Die Té6tung erfolgte bei den Tieren der Gruppe a nach 10 und 
11 Tagen, bei denjenigen der Gruppe b nach 10, 11, 12 und 13 Tagen, bei 
denjenigen der Gruppe ¢ nach 10, 11, 12 und 13 Tagen der Fiitterung mit 
den einschlagigen Versuchsdiaten. 

Die Analyse des bei diesen Versuchen verwandten Mehles (Analytiker: 
Dr. W. Wirth, approbierter Lebensmittel- und vereidigter Handelschemiker) 
hatte folgendes Ergebnis: 


Mehlanalyse. 


Wasser 
EiweiB (N - 6,2: 4% 1.344% N 


Rohfaser 


Garin TOGHSGIE. ... <i. ce aacs cee ssnes Spuren 


CGesamtkohlenhydrate tay eb Fo 


davon Starke 62,08 %, Dextrin 2,80°,, Invertzucker 3,52°,, Zucker nach 
der Inversion (als Rohrzucker berechnet) 5,30°,. Die Analyse des Causeins 
hatte in 1 g Casein 0,1234 ¢ N ergeben. 
Die Nahrungszusammensetzung war bei der Casein- und Mehldiat 
folgende: 
‘ Nahrungstabelle. 
Tagliche Nahrungsmenge fiir zehn Ratten. 


Casein 10,0 ¢ 1234¢N foggenvoll- 

Kartoffelstarke 60,0 ¢ 0,048 oN kornmehl... 95,6 
Riibenzucker.. 42,0 ¢ Riibenzucker .  20,0g 

Lebertran .... 20,0 cem Lebertran 20,0 cem 
Salzgemisch .. 2.0¢ Salzgemisch... 2.02 
Apfelsinensaft. 10,0 cem Apfelsinensaft . 10,0 ¢em 

Wasser 600.0, 600.0 

etwa 58 Kalorien pro Tier 1,28 ¢ N etwa 55 Kalorien pro Tier 1,29 g¢ N 

Da bei samtlichen Rattengruppen wahrend des Versuchs eine leichte 

Gewichtszunahme eintrat, zeigt das, dali die Nahrung durchaus ausreichend 

war. 
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Gewichtstabellen. 


Die Zahlen geben das mittlere Gewicht fiir ein Tier jeder Gruppe an. 


Gruppe hb. 


Gruppe a. 
9. | 
1}. FT. 39: 
13. I. 39: 
LS. 1. 30: 
17. 1.30: 
19. Tf. 20: 
19. I. 30: 
20. I. 39: 


Tiere mit der Diat aus frisch ausgemahlenem Mehl. 


Untergruppe I. 
. 39: 162 ¢ bei 
oor 1622 ,, 
~ 80: 86a .. 10 
. 39: 1662 ,, 10 
oe: 2068 .,, 10 
oes 202 . FO 


. 39: Tétung v. 10 


Untergruppe ITT. 
. 39: 180g bei 10 


- 30: 180g ,,. 10 


$0: 180e .. 10 


. 309: 180¢ ,, 10 


23. 
23. 


24. 


Gruppe 


i802 .. 10 
ie07 .,,. 10 


39: Tétungv. 5 
80 ¢ bei 5 


i902 .. D 


: Tétungv. 5 


ry bei 


a4 


x 


x 


oO 
me 


or 


3 


y 


Toétung v. 5 


190 ¢ bei 


Totung v. 


10 Tieren 


Tieren 


. 


Tieren 


Tieren 


Tiere mit der Caseindiat. 
. 39: 


10 Tieren 
10 
10 
10 
10 


» 


5 


Untergruppe I. 


10 Tieren 


10 
10 
10 
10 
Totung v. 10 


Untergruppe IV. 


14 bei 
10 
10 
10 
10 
10 


3 


J 


or 
iS 


og 
S58 


ee ae ee eee 
y 


on 
IS 


l76¢ bei 
i769 ., 10 
Toétung v. 10 


10 Tieren 


10 Tieren 


c. Tiere mit der Diat aus abgelagertem Mehl. 


Untergruppe i, 


. 39: 
. 39: 
. 39: 
. 39: 
. 39: 
. 39: 
. oes 
. 39: 
BOs 
. a9: 
oe: 


. 38: 


cr cr ts b> 


Tot 


to te 
ms 


10 Tieren 
10 
10 
10 
10 


bei 


or 


bei 10 Tieren 


ig bet 10 Tieren 


ing v. 10 Tieren 


Untergruppe II. 


162 ¢ bei 
162g 

165 ¢ 
165 g 


167 g 
1692 bei 


Totung v. 
170g bei 


170g bei 
Tétung v. 


10 Tieren 


10 7 166 ¢ 
cM ., l67 g 
10 a 167 g 
10 = 168 ¢ 


-_ 
10 Tieren 


Totung v. 
166 ¢ bei 


Toétung v. 


5 Tieren 


5 Tieren 


) 


167 g bet 


Untergruppe ILI. 


10 Tleren 
10 
10 
10 
10 
» 
o 


» 
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A nalyse ntahellen. 
Gruppe a. Tiere mit der Caseindiat. 


(iewicht der frischen Lebern der nach zehntagiger Fiitterung 
toteten fiinf Ratten 

Clykogentraubenzuckergehalt der Lebern 

Gewicht der frischen Lebern der nach elftagiger Fiitterung 
toteten fiinf Ratten 

Glykogentraubenzuckergehalt der fiinf Lebern 


Gruppe b. Tiere mit der Diat aus frisch ausgemahlenem Mehl. 
Untergruppe I. 
Gewicht der frischen Lebern der nach elftagiger Fiitterung 
téteten fiinf Ratten 50,9 2 
Glykogentraubenzuckergehalt der fiinf Lebern . 38 800% 
Gewicht der frischen Lebern der nach elftagiger Fiitterung 
téteten fiinf Ratten 
Glykogentraubenzuckergehalt der fiinf Lebern $,166°,, 
Untergruppe iT. 
Gewicht der frischen Lebern der nach zehntagiger Fitterung 
téteten fiinf Ratten 
Glykogentraubenzuckergehalt der fiint Lebern 
Gewicht der frischen Lebern der nach zehntagiger Fiitterung 
téteten fiinf Ratten 
Glykogentraubenzuckergehalt der fiinf Lebern 3,555 % 


Untergruppe III. 
Gewicht der frischen Lebern der nach zwélftagiger Fiitterung 
getoteten fiinf Ratten 
Glykogentraubenzuckergehalt der fiint Lebern 
Gewicht der frischen Lebern der nach l5tagiger Fiitterung 
téteten fiinf Ratten 
Glykogentraubenzuckergehalt der fiinf Lebern 


Untergruppe IV. 
Gewicht der frischen Lebern der nach Il4tagiger Fiitterung 
téteten fiinf Ratten 
Glykogentraubenzuckergehalt der fiinf Lebern 
Gewicht der frischen Lebern der nach 14tagiger Fiitterung 
téteten fiinf Ratten 
Glykogentraubenzuckergehalt der tiint Lebern $004. 





Gruppe c. Tiere mit der Diat aus abgelagertem Mehl. 


Untergruppe I. 
Gewicht der frischen Lebern der nach 1l4tigiger Futterung ge- 
téteten fiinf Ratten 
Glykogentraubenzuckergehalt der fiinf Lebern 
Gewicht der frischen Lebern der nach 1|4tagiger 
téteten fiinf Ratten 
Glykogentraubenzuckergehalt der fiinf Lebern 








A. Bickel: 


Untergruppe IT. 
Gewicht der frischen Lebern der nach 1]2taégiger Fiitterung g 
téteten fiinf Ratten 
CGlykogentraubenzuckergehalt der fiinf Lebern 
Gewicht der frischen Lebern der nach l5tagiger 
téteten fiinf Ratten 


Untergruppe IIT. 
Gewicht der frisechen Lebern der nach l0tagigei 
téteten fiinf Ratten 
Glykogentraubenzuckergehalt der fiinf Lebern 
Gewicht der frischen Lebern der nach 11tagiger 
téteten fiinf Ratten 


Mittelwerte des prozentualen Glykogentraubenzuckergehalts 
der Lebern aller Tiere einer Gruppe. 
Gruppe a. Diat mit Casein 
Gruppe b. Diat mit frisch ausgemahlenem Mehl 
Gruppe ec. Diait mit abgelagertem Mehl 

Da der Versuch 5 zeigt, daB es fiir die GréBe des Leberglykogengeha|t- 
unwesentlich ist, ob man die Tiere mit einer bestimmten Diat 10 oder 15 Taye 
vor der Tétung fiittert, ist es statthaft, die Mittelwerte des Glykogen 
traubenzuckers bei jeder Gruppe der Betrachtung zugrunde zu_ legen. 
Hierbei zeigt sich, daB bei den Gruppen a und ¢ praktisch iiberhaupt kein 
Unterschied im Glykogentraubenzuckerwert der Lebern besteht, wahrend 
im Vergleich hierzu die Lebern der Gruppe b 36,6% Glykogentrauben 
zucker mehr enthalten. 

Prinzipiell stimmt das Ergebnis dieses Versuchs 5 mit demjenigen 
der Versuche 1 bis 4 tiberein. 

Es enthielten die Lebern der mit frischem Vollkornroggenmel! 
ernihrten Ratten im Vergleich zu den Tieren mit der Eier-Weizen- 
eiweiBdiit bzw. mit der Caseindiat im Versuch 1 32°, im Versuch 3 
85°, und im Versuch 4 61% Glykogentraubenzucker mehr, wahrend 
die Lebern der mit abgelagertem Vollkornroggenmehl ernahrten Ratten 


des Versuchs 2 fast genau denselben Glykogentraubenzuckergehalt 
besaBen, wie die der mit der Caseindiat ernahrten Kontrollratten. 


DaB bei unterschiedlichen Rattengruppen die Prozentzahlen fi 
den Leberglykogengehalt von Versuch zu Versuch auch bei gleiche: 
Ernahrung wahrend desselben starker differieren kénnen, ist eine be 
kannte Erfahrung. Andererseits zeigt aber gerade auch der Versuch 5 
daB bei gleichartiger Vorfiitterung und identischer Behandlung wahrend 
des Versuchs es gelingt, sehr gut tibereinstimmende Werte bei den zu 
sammengehorigen Tiergruppen fiir das Leberglykogen zu_ erhalten 

Im einzelnen wurde die EiereiweiB-Weizeneiweibdiat gepriift an 
5 Ratten, die Caseindiat an 40 Ratten, die Diat mit frisch ausgemahlenen 





m 
M 


ce 


es 
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Roggenvollkornmehl an 65 Ratten und die Diat mit abgelagertem 
Roggenvollkornmehl an 40 Ratten. Es liegen demnach dieser Unter- 
suchung die Analysen der Lebern von 150 Ratten zugrunde, Angesichts 
dieses ansehnlichen Untersuchungsmaterials ist an der Richtigkeit 
der Beobachtung kein Zweifel méglich. Nicht unerhebliche Schwierig- 
keiten bereitet aber die Deutung des Befundes. 


Vitamin- und Mineralstoffst6rungen sind als Ursache der Ver- 
minderung des Leberglykogengehalts bei den mit dem abgelagerten 
Mehl ernahrten Tieren im Hinblick auf Bereitung und Zusammensetzung 
der Diaten ausgeschlossen. 


Gegeniiber dem hohen Gehalt der Diadten an Lebertran kann auch 
kaum die beim Lagern eintretende Zersetzung der im Mehl enthaltenen 
geringfiigigen Fettmengen eine atiologische Rolle spielen. Was wir 
vom Kohlenhydratabbau im lagernden Mehl hérten, erklart ebenfalls 
die Erscheinung nicht, noch weniger das, was tiber das Eiwei®B einleitend 
gesagt wurde. So bleiben eigentlich nur noch Wirkstoffe iibrig. die auBer 
den Mineralien und Vitaminen im Getreidekorn enthalten sind. Dabei 
erinnern wir uns, daf tiber eine Beeinflussung des Lebergl ykogens durch 
im K6rper gebildete Hormone mancherlei bekannt ist!. 


Das bei den Versuchen 2, 3, 4 und 5  verwandte Vollkorn- 
roggenmehl war von den ersten deutschen Knackebrotwerken von 
Dr. Kraft bezogen worden und war das als Knackebrotmeh! H bezeichnete 
Mehl; das in Versuch 1 verwandte Mehl hatte ich mir anderweitig be- 
schafft. 

Dieses Roggenvollkornmehl der Knackebrotwerke unterhalt, wenn 
es in einer definierten gemischten Nahrung der alleinige Nahrungs-N- 
Trager ist, nach MaBgabe meiner diesbeziiglichen Beobachtungen (11) 
dieselbe oder annahernd dieselbe Oxydationslage im Zwischenstoff- 
wechsel, wie es das Casein in solchem Falle tut. Diese Versuche machte 
ich mit Mehl, das etwa 1 bis 2 Wochen vor Versuchsbeginn ausgemahlen 
war. Hinge der Leberglykogengehalt ausschlieBlich von der Qualitat 
des NahrungseiweiBes in der gemischten Nahrung ab, diirfte bei der 
Mehldiat der Glykogengehalt der Leber nicht héher sein als bei der 
Caseindiat. Ein Parallelismus zwischen Oxydationslage und Leber- 


glykogengehalt trifft ausweislich der tabellarischen Zusammenstellung 


meiner hierhergehérigen Versuche (9) recht haufig zu. Da er aber bei 
meinen Mehlversuchen, iiber die ich in der vorliegenden Arbeit berichte, 
nicht besteht, ist es auch aus diesem Grunde unwahrscheinlich, daf die 
Qualitat des EiweiBes etwas mit dem hohen Glykogengehalt der Lebern 


! Literatur siehe Merten, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 105, 273, 1939. 
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zu tun hat, den das frische Mehl bedinet. Es ist darum auch unwah: 


scheinlich, daB eine Anderung des EiweiBes Ursache fiir die Anderuny 
des Leberglykogengehalts ist, wenn das Mehl langere Zeit lagert. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft bin ich fiir die finanzielle 
Unterstiitzung meines Laboratoriums dankbar verpflichtet. 


Literatur. 


1) Natalie P. Kosmin, Das Problem der Backfahigkeit. Leipzig, Moritz 
Schafer, 1936. 2) Dieselbe, Das Miihlenlaboratorium 4, 19, 1934. 
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P. Kosmin u. Katharin A. Alakrinskaja, ebenda 5, 35, 19385. 5) O. Liining 
u. St. Kovacz, ebenda 5, 35, 1935. 6) Hugo Kihl, ebenda 8, 39, 1933. 
7) FE. Danopoulos, diese Zeitschr. 299, 100, 1988. 8) O. Bésl, ebenda 202, 
299, 1928. — 9) 4. Bickel, Uber die Beziehungen der Qualitat des Nahrungs 
eiweiBes zum Ablauf des Betriebsstoffwechsels. Basel, Benno Schwabe 
& Co., 1938. 10) A. Bickel u. A. Haug, Deutsche med. Wochenschr. Nr. 2, 
53, 1989. — 11) A. Bickel, Die Brotnahrung des deutschen Volkes usw 
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Kine Apparatur zur Redoxmessung. 
Von 
H. Eggers und Hans Mohr. 
(Aus der Abteilung Biochemie des Reichsgesundheitsamtes. ) 
(Eingegangen am 10, Juli 1939.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die elektrometrische Titration O.-empfindlicher Redoxsysteme 
von verhaltnismaBig geringer Léslichkeit stellt hohe Anspriiche an die 
Apparatur. Man darf ansetzen, daB solche Systeme (bei hoher Affinitat 
und groBer Reaktionsgeschwindigkeit gegeniiber OQ.) bereits bei einem 
Partialdruck, der infolge Unzulanglichkeit der Apparatur um etwa 
10-8 Atm. schwankt, nicht mehr befriedigend meBbar sind. Wir méchten 
annehmen, da eigene schlechte Erfahrungen, die wir anfanglich bei 
der Ausfithrung von Redoxmessungen gemacht haben, nicht vereinzelt 
sind und ganz vorwiegend der Verwendung unzulanglicher Appara- 
turen zur Last gelegt werden miissen. 

So war es uns unmoglich, mit der von Jichaelis (1, 2, 3,4) an- 
vegebenen Apparatur Normalpotentiale von Systemen wie Methvlen- 
blau eder Rosindulin zuverlassig zu reproduzieren. Zeichnungen und 
Arbeitsanweisungen der genannten Arbeiten von Michaelis lassen auch 
die erforderliche Befreiung der Apparatur von O, gar nicht erwarten. 
Selbst stehende Potentiale erweisen sich haufig als unzuverlassig, weil 
der das Potential beeinflussende Quotient (Ox Red) bei der geringen 
molaren Konzentration, auch bei dem niedrigen in Rechnung zu setzen- 
den O,-Partialdruck, zu starken Veranderungen unterliegt. Die Empfeh- 
lung einer fiir empfindliche Systeme ganz ungeeigneten Apparatur 
von seiten eines um das Gebiet des Redoxpotentials so hoch verdienten 
Forschers wie Michaelis ist schwer verstandlich; sie ist wohl sicher 
Ursache mancher entmutigender Enttauschung gewesen. 


Clark und Mitarbeiter (5) geben eine genaue Beschreibung von 


Apparatetei/en, die sie verwandten, darunter auch von einer Spezial- 


biirette fiir Redoxuntersuchungen (6). Auch andere Forscher geben 
Hinweise auf Einzelheiten ihrer Arbeitsmethode z. B. Conant, Kahn. 
Fieser und Kurtz (7), Biilmann und Blom (8), Ghosh und Ganguli (9), 
La Mer und Baker (10), Green (11), Ball und Tung-Tou-Chen (12), 
Koichiro Saito (13), Barron (14) u.a. Soweit es sich um Verdffent- 
lichungen iiber die benutzten Gesamtapparaturen handelt, werden 
damit Hilfsmittel fiir Spezia/untersuchungen beschrieben. 











H. Eggers u. H. Mohr: 


Die nachstehend beschriebene, von uns entwickelte Gesanit 


apparatur hat sich gut bewahrt. Thre Vorteile sind, neben Zuverlassiy 
keit: relativ groBe Stabilitat und Elastizitat trotz der zu fordernde 
Nur-Glaskonstruktion! (Einbau von Glasrohrspiralen), leichte Aus 
tauschbarkeit und Sauberung der Einzelteile, bequeme Zugianglichkeit 


beliebige Umschaltung von N. auf Hs, geringe, Raumbeanspruchuny 
vielseitige Anwendungsmoglichkeit. 


I. 

Zur Verdrangung der Luft aus der Apparatur benutzen wir Bombe) 
stickstoff; die Herstellung aus Na NO, und N H,Cl (Haber und Ruf (15 
Ghosh und Ganguli (9) wurde als zu umstandlich abgelehnt, zumal aus 
reichende Gasvorratsbehalter, Pumpe zur Druckerzeugung usw. erfor- 
derlich sind, und der Bombenstickstoff sich nach entsprechender Be 
handlung als durchaus brauchbar herausstellt. Die Reinigung des 
Stickstoffs (Bombenstickstoff enthalt noch etwa 0,3 °% O,) ist auf ver- 
schiedene Weise durchgefiihrt worden. Clark (5), Michaelis (22) u.a 
leiten das Gas iiber elektrisch erhitztes Kupfer, Haber und Ruf (15) 
lassen das selbst hergestellte Gas KMn0O,-Lésung, alkalische Auf- 
schwemmung von Manganhydroxydul, alkalische Pyrogallollésung und 
Jodkaliumstarkelésung passieren, Riiter (16) wascht Bombenstickstoft 
mit Pyrogallol, alkalischer Hydrosulfitlésung bzw. saurer Chromo. 
chloridlésung, Ghosh (9) driickt den selbsthergestellten Stickstoff durch 
eine 5m hohe Saule alkalischer Pyrogallollésung, die von dem Gas in 
kleinen Blasen durchstr6mt wird. 

Obgleich Michaelis (3) die Reinigung des Bombenstickstoffs mit 
Hydrosulfit fiir umstandlich, miihsam und nicht befriedigend hilt 
haben wir bei Beachtung besonderer VorsichtsmaBregeln durchaus 
zufriedenstellende Ergebnisse gehabt. Unter Beriicksichtigung der von 
Kautsky und Thiele (17) hervorgehobenen Momente die Genannten 
weisen tibrigens darauf hin, daB im System 2 Cu + O, = 2 CuO bei 
den in Frage kommenden Temperaturen mit einem nicht zu vernach- 
lassigenden Partialdruck von CuO zu rechnen ist (s. auch Conant und 
Tongberg (18) — verwenden wir eine Hydrosulfitlésung, die 120 g Hydro 
sulfit und 70g NaOH (Merck) im Liter enthalt. Die Lésung wird mit 
Rosindulin GG gesattigt. — Da Rosindulin ein stark negatives Redox 
potential besitzt, die Léslichkeit der Leukoverbindung gréBer ist als die 
der oxydierten Form, die Farbunterschiede zwischen beiden Stufen 
pragnant auffallen und die Ermiidung der Lésung leicht an einem zarten 
roten Schleier an der Glaswand iiber der Lésung in der Waschflasclhe 
erkannt werden kann, haben wir Rosindulin gegeniiber dem Vorschlay 


' Gummistopfen, s. 8. 215. 
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von Fieser (19) (8-Antrachinon-sulfosiure) den Vorzug gegeben. Die 


praktischen Erfahrungen erwiesen, daB nicht nur die Affinitat zu Oz, 


sondern auch die Reaktionsgeschwindigkeit bei der Oxydation dieses 
Farbstoffes vollauf geniigt. 

Mit der Lésung werden vier Waschflaschen mit Glassinterplatten 
und etwa 250 ccm Fassungsvermégen (s. Abb. 1 A) gefiillt. Die Filling 
erfolgt sofort nach Herstellung der Lésung, die nicht filtriert wird: 
wir fiillen je Flasche etwa 150 cem ein. Die Hvydrosulfitwasch- 
flaschenbatterie besteht insgesamt aus 5 Flaschen, von denen die erste 
am GummianschluB zur Stickstoffbombe) nicht mit Sinterplatte aus- 
geriistet ist, sondern im Innern den iiblichen unten durechlécherten 
Glaskérper (s. Abb. 1 C) aufweist. Sie dient als Blasenzahler und _ ist 
durch Gummischlauch mit der zweiten Flasche verbunden. Hinter 
dieser Gummiverbindung ist im EinlaBrohr der zweiten Waschflasche 
ein Glashahn angebracht. Hierdurch wird erméglicht, da die Blasen- 
zihlertlasche zwecks Zugabe von Hydrosulfit leicht ausgewechselt wer- 
den kann, ohne da®B aus der ganzen Batterie erst der Uberdruck ab- 
velassen werden muB. Die Flaschen 2 bis 5 sind durch NSchliff mit- 
einander verbunden; an passender Stelle wird ein Quecksilberventil 
(s. Abb. 1B) zwischengeschaltet. Nach unseren Priifungen sichert die 
geschilderte Anordnung eine ausreichende Befreiung des Stickstoffs 
vom O, bei einer Gasstromgeschwindigkeit von 120 bis 180 Blasen je 
Minute (d.i. etwa 6 bis 10 cem/min), wie sie bei der Redoxtitration 
praktisch benutzt wird. Wir glauben das vor allem darauf zuriick- 
fiihren zu kénnen, daB das Gas jede Flasche durch die Glassinterplatte 
in kleinen Blaschen durchstreicht, und in jeder Flasche eine neue 
Blaschenbildung mit neuer Oberflachenbildung erzwungen wird. Nach 
unseren Priifungen geniigt bei der fiir die Titration iiblichen Str6mungs- 
geschwindigkeit die Absorptionskraft von drei der mit frischer Lésung 
beschickten Waschflaschen, um den Sauerstoff soweit zu entfernen, 
da8 er bei der sehr empfindlichen Priifung nach Michaelis (3) auch 
bei stundenlangem Durchstr6men einer Leuko-Indigokarmin-Lésung 
keine Blaufarbung mehr hervorzurufen vermag. 

Da mit der Moéglichkeit gerechnet werden mu, dais schwefel- 
haltige Stoffe in Form von Nebel oder Gas aus der letzten Hydro- 
sulfitflasche entweichen, erfolgt ein weiterer AnschluB von 2 Wasch- 
flaschen mit Sinterplatte und Schliffverbindung, die mit je 150 cem 
einer 5°Cigen, mit Bleisulfat gesattigten Natronlauge beschickt werden 
fvel. auch Gebert (20), der ahnlich arbeitet}. 

Die letzte Waschflasche der gesamten Gasreinigungsbatterie ist 
mittels Schliff mit einem Glasrohr verbunden, das im Interesse einer 
wiinschenswerten Elastizitat teilweise als Spirale ausgebildet ist und den 
Gasstrom mittels Schliffverbindung in die Redoxapparatur leitet (s. u.). 
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Da verschiedentlich der Einwand erhoben wird |z. B. Michaelis (3 
dab Hydrosulfitlésungen alle paar Tage erneuert werden miissen, erschein 
es nicht tiberfliissig zu bemerken, daB die beschriebene Waschflasch: 
batterie bei regelmaBigem taglichem Gebrauch etwa einmal im Monat 1 
vetiillt werden mu, sofern bei beginnender Rotfarbung des Blasenzahle: 
inhalts jedesmal etwa wochentlich einmal trockenes Hydrosulfit | 
fast zur Sattigung hineingegeben wird. 


Die Ausyestaltung der eigentlichen Redoxapparatur ergibt sic) 
aus der Abbildung. Das den gereinigten Stickstoff fiithrende Glasroly 


erhalt mittels Glasschliff Verbindung zu einem 4-Hahnsystem, das vie 
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Abb. 1. 
A: 4 Waschflaschen fiir N2-Reinigung, 2 Waschflaschen zur Entfernung 
S-haltiger Gase. 

B: Quecksilberventil. 

©: Biasenzihler, 
Dreiweghahne aufweist (Abb. 1, 1 bis 4). Von links wird in der Abb. | 
der gereinigte Stickstoff, von rechts der gereinigte Wasserstoff diesem 
System zugefiihrt, das beliebige Wege der beiden Gase innerhalb der 
Apparatur gestattet, und es erméglicht, aus dem Ansatzrohr_ seines 
rechten Dreiweghahnes (4) die Gase zu entnehmen. Der vom Sticksto!! 
nach Verlassen der Waschflaschenbatterie zuerst zu passierende Dri 
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3)], weghahn (1) dieses 4-Hahnsystems tragt einen Ansatz, mit dem mittels 





Glasschliff der Gasein- und -auslaf verbunden ist. Dieser hat die Form 
eines H, dessen beide obere Enden je einen Schliffkern tragen (s. Abb.). 
“hes Der untere vordere Teil besteht aus zwei ineinander steckenden Glas- 
bis rohren, von denen das innere (Gaseinla®B) bis auf den Boden des Elek- 
trodengefabes (E) reicht, waihrend das duBere bis zur Unterseite des 
Gummistopfens ins ElektrodengefaB gefiihrt wird und als Gasauslals 
dient. Es steht in Verbindung mit dem hinteren Teil des H, durch den 


ich iiber einen Dreiweghahn das Gas durch eine Paraffinélschicht nach 
oh auBen gefiihrt werden kann. Der vordere Schliffkern ist mit dem 
jet Ansatz von Hahn | des Hahnsystems verbunden, der hintere Schliffkern 


tragt die Biirettenspirale S. 


- Das ElektrodengefaB (E) ist ein cylindrisches GefaB von 5 bis 7 em 
Durchmesser und 9cem H6he: der obere Rand ist erweitert seine 
innere Form schlieBt sich in seinem unteren Teil zweckmabig der der 
zur Verwendung gelangenden Gummistopfen an —, dehnt sich schlieb- 
lich nach oben zu einem Kragen von etwa 9 bis 10 em Durchmesser und 
jem Hohe aus. Dieser Kragen wird nach Montierung des Elektroden- 
gefiBes zwecks Abschlusses des Stopfens und Riihrers ausreichend mit 
Quecksilber gefiillt [s. Koichiro-Saito (13)|. Der den unteren cylin- 
drischen Teil gut verschlieBende Gummistopfen weist mindestens sieben 
Bohrungen auf, und zwar: eine fiir den Gasein- und -auslaB, zwei fiir die 
Titrationsbiiretten, eine fiir den Agarheber und drei fiir die Elektroden. 
Bei praktischer Ausnutzung des Raumes kénnen noch drei weitere, fiir 
manche Arbeiten nicht entbehrliche Elemente untergebracht werden: 
Thermometer, Glaselektrode und Riihrer [nach Clark (5)|, der auBen 
mit einem diinnen Gummischlauch (Fahrradgummi) versehen ist, mit 
dessen Hilfe er mit der Hand betatigt wird. Im Interesse der Uber- 
sichtlichkeit wurde auf die Aufnahme dieser drei Teile in die Abbildung 
verzichtet. 

Der Verwendung von Gummi bei Redoxapparaturen wird durchweg 
berechtigt mit gréBtem Mi®Btrauen begegnet, da die Diffusion des in dem 
Material vorhandenen atmospharischen NSauerstoffs die Durchfiihrung 
einwandfreier Titrationen meist in Frage stellt. Nach unseren Versuchen 
kann man diese Gefahr bei Redoxmessungen bannen, wenn man den Gummi- 
stopfen nach Pregl-Roth (21) mit Paraffin behandelt. 








Die mit ihren Spitzen durch den Gummistopfen fiihrenden beiden | 
al Titrationsbiiretten fassen gut 5cem und zeigen eine Einteilung in 
Pm 0,01 cem. Am oberen Ende sind sie mit Glashahnen und dariiber mit 
ler Schliffkernen versehen, die die Biirettenspirale (S) als Verbindung zum 
nes Gasein- und -auslaB zu tragen haben. Die unteren Hahne sind als | 
oft Dreiweghahne ausgebildet; der seitliche Rohransatz jeder Biirette 


e]. endet in einer Schliffhiilse. 
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Als Elektroden benutzen wir Platin- und vergoldete Platinblech: 
von je etwa 10mm Lange und 5mm Breite: sie haben im iibrigen di: 
allgemein tibliche Form und werden mit Hilfe eines Korkbohrers dure), 
die vorgesehenen Bohrungen des Gummistopfens eingefiihrt. Nach) 
unseren Erfahrungen sichert die Reinigung nach jeder Benutzung mit 
Chromschwefelsaure und nachfolgende griindliche Wasserung die Brauch 
barkeit. 

Il. 

Die am seitlichen Rohransatz jeder Biirette befindliche Schliff- 
hiilse nimmt einen Schliffkern des zugehérigen Hahngefaifes (HG) auf 
Das HahngefaiB dient zur Aufnahme der Titrationsfliissigkeit, die darin 
vom QO, befreit oder, wenn nétig, mit H, reduziert wird. Es ist auBer, 
wie beschrieben, mit der zugehérigen Biirette auch mit dem dafiir vor- 
vesehenen Hahn (2 baw. 3) des 4-Hahnsystems verbunden im Inter- 
esse der Elastizitat wiederum unter Zwischenschmelzen von Glasrohr- 
spiralen. Die beiden Verbindungen (zur Biirette und zum 4-Hahn- 
system) tragen je einen Dreiweghahn. Diese sind ihrerseits unter- 
einander verbunden und tragen, auf dem Deckel des GefaiBes sitzend. 
je ein Glasréhrchen, das bis zum Boden des GefaBes reicht. 

Der Gasstrom tiber Hahn 2 (bzw. 3) des 4-Hahnsystems kann zum 
Spiilen (N.) oder Reduzieren der Titrationsfliissigkeit benutzt werden: 
man schaltet in diesem Falle die beiden Dreiweghahne des Hahngefabes 
zweckmabig so, daB das Gas aus beiden Glasrohrenden im Innern des 
GefabBes durch die Titrationsfliissigkeit streicht. Nach AbschluB der 
N.o-Spiilung der Titrationsfliissigkeit wird durch Umstellung des einen 
Dreiweghahnes (an dem BiirettenanschluB) und SchlieBen des Gas- 
auslaBhahnes erreicht, daB der entstehende N.-Cberdruck im Hahn- 
gefaB die Titrationsfliissigkeit in die zugehérige Biirette driickt. Der 
daraus verdrangte Stickstoff entweicht tiber die Biirettenspirale (S) durcl) 
den GasauslaB. Beim Titrieren entweicht der verdrangte Stickstoft 


tiber den Gasausla}, der in der Biirette dabei freigewordene Raum wird 


durch Stickstoff aus der Biirettenspirale (S) wieder eingenommen, dic 
iiber den Dreiweghahn des Gasein- und -auslasses mit dem Elektroden- 
gefiB (E) in Gasverbindung steht. Die Querverbindung zwischen den 
beiden Dreiweghihnen auf dem Deckel des HahngefaBes bewahrt sic!) 
beim Spiilen der toten Raume und beim Priifen der Schliffe am Vakuum- 
meter. Der Deckel weist auBerdem noch zwei kurze Rohrstiicke mit 
kleinen Hahnen auf; sie dienen der Verbindung nach auBen und werden 
zur Fiillung des HahngefaBes mit der Titrationsfliissigkeit benutzt bzw 
treten als GasauslaB bei der Spiilung des Inhalts mit Stickstoff in 
Funktion. Um auch hier, selbst an dem waagerechten Rohrende auber 
halb des Hahnes jede Gummiverbindung im Gasweg zu vermeiden, kann 
der Hahn als Zweiweghahn ausgebildet werden, so daB der Gasausla!: 
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als nach abwarts fiihrendes Rohr in einem Glaschen mit Paraffinél 
endet, wahrend das wagerechte Rohrende des Zweiweghahnes zum 
Ansaugen beim Fiillen des HahngefaiBes mit Titrationsfliissigkeit ver- 
wandt wird!, Im iibrigen ist das HahngefaiB so konstruiert, das der 
ganze Deckel mit allen Hahnen und Roéhrchen mittels Schliff auf dem 
evlindrischen Unterteil sitzt. (In der Abbildung sind der Ubersicht- 
lichkeit wegen die Haltespiralen aus Draht, die Ober- und Unterteil 
fest miteinander verbinden, nicht mitgezeichnet.) Der Durchmesser des 
eylindrischen Unterteils betragt etwa 4.cm, seine Héhe etwa 6 em, sein 
fauminhalt also etwa 75 cem. 

Trotz der relativ groBen Zahl der Hahne in der gesamten Appa- 
ratur ist die Priifung der gesamten Leitungen zwischen dem Stickstoff- 
und dem Wasserstoffeintritt auf Dichtigkeit sehr einfach durchzufiihren. 
Bei entsprechender Stellung der Dreiweghahne im 4-Hahnsystem, den 
Biiretten und den HahngefaiBen kann durch AnschluB von Vakuum an 
das Gasentnahmerohr im 4-Hahnsystem (Dreiweghahn 4) das gesamte 
Leitungssystem einsch]. der Spiralen und Biiretten auf Dichtigkeit 
gepriift werden. Ubersehene Undichtigkeiten werden auf diese Weise 
sofort vom Vakuummeter angezeigt : man geht bei der Priifung schritt- 
weise von einem Hahn und Schliff zum nachsten. — Eine Dichtung jeden 
Hahnes und jeden Schliffes mit Quecksilber, wie sie von manchen 
Forschern (z. B. Clark, Michaelis) fiir zweckmabi~ gehalten wird, ist 
nach unseren Priifungen nicht erforderlich. Zum Fetten von Hahnen 
und Schliffen haben wir mit gutem Erfolg Adeps Lanae anhydr. verwandt 
und miissen aus unseren Ergebnissen schlieBen, dab entweder von vorn- 
herein der Gehalt dieses Produktes an Sauerstoff keine Rolle spielt, 
oder daB durch die Vakuumbehandlung der allenfalls vorhandene Sauer- 
stoff in ausreichendem Mabe entfernt wird. 

Beziiglich der Absperrfliissigkeit bei den Gasauslabstellen bemerken 
wir noch, daB nach unseren Priifungen Paraffiné! allen daran zu stellenden 
Anforderungen geniigt, sofern die Schichthéhe ausreichend gewahlt wird. 
Wir kénnen in dieser Beziehung die Feststellungen von Lallemand (22) 
bestatigen und halten die Schichthéhe des Oles auf mindestens 4 ¢m tiber 
dem Gasaustritt. 

Um die Konstanz der Temperatur waihrend der Titration zu sichern, 
werden das ElektrodengefaB, das ZwischengefaB mit ges. K Cl-Lésung und 
die Kalomelelektrode in einem Glaskasten (Aquarium) handelsiiblicher 
Beschaffenheit von Wasser umstrémt, das mit Hilfe eines Héppler-Ultra- 
Thermostaten auf der gewiinschten Temperatur gehalten wird. Fiir die 
Durchfiihrung der Titrationen ist es nicht erforderlich, daB die gesamte 
Apparatur auf gleicher Temperatur gehalten wird, da ein etwaiger ins 


1 Im Interesse der Ubersichtlichkeit ist in der Abbildung die Lésung 
nicht gezeichnet. 
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Gewicht fallender Temperaturausgleich innerhalb der Potentialablese. 


zeiten bestimmt eintritt. Auch der Agarheber erfordert in dieser Bi 


ziehung keine besondere Beriicksichti- 
gung, weil die Ionenbeweglichkeiten fiir 
die K° und die Cl’ in weiten Temperatur- 





grenzen praktisch gleich sind. 


Waschflaschenbatterie, 4-Hahnsystem, Elek 
Agarheber, Thermometer, Riihrer, Gasein 


und zwei HahngefaBe, lassen sich leicht 
reinigen und bei einiger Ubung schnell und 
sicher zusammensetzen und handhaben: 
Stative sind nicht erforderlich, jedoch be 
nutzen wir ein Glasstabgestell als Unter- 
lage fiir das 4-Hahnsystem. 








IV. 

Die Apparatur gestattet einmal die 
Titration der oxydierten Phase mit der 
Leukoform gieicher Konzentration und 
umgekehrt; ferner die Titration mit re- 
duzierenden (z. B. Natriumhydrosulfit) 
oder oxydierenden (z. B. Kaliumferri- 


» 


eyanid) Lésungen. Man kann weiter z. B. 








einer Reduktionstitration mittels eine, 


Abb. 2. 


a) Lactoflavin. Titration der Ox-Stufe mit der Leuko- 

form. Konzentration: 3,6mg ad 100 ccm. Py 2.12 
Temperatur 30,0°C. Potential gegen Normalwasser- 
stoffelektrode. 
Indigokarmin, gereinigt, Titration der Ox-Stufe mit 
der Leukoform. Konzentration: 25mg ad 100 ccm. 
PH 7,09, Temperatur 25,09 C. Potential gegen Normal- 
wasserstoffelektrode. 

\ Rosindulin. Titration der Ox-Stufe mit Natriumhydro- 

‘ sulfit —-—-—; anschlieBend Titration der Red-Stufe 

\: mit Kaliumferricyanid — — —. Konzentration: 25 mg 





| 

4. 

| ad 100 ccm. py 7,04, Temperatur 25°C. Potentia! 
| gegen Normalwasserstoffelektrode. 

| Als Darstellung wurde die tibliche Form gewihlt: 














~ 95; ’ 700 Abszisse °/), Red bzw. Ox; Ordinate Millivolt. 


Biirette unmittelbar eine Oxydationstitration mit Hilfe der anderen 
Biirette folgen lassen. Die exakte Auswertung wird von einem von uns 
besonders behandelt!. — Es muB8 mit der beschriebenen Apparatur 
auch méglich sein, die py-Abhangigkeit des Normalpotentials jeder 
reversibel oxydierbaren Substanz zu bestimmen: Nach Beseitigung 


1 Siehe Mohr. 





Die Einzelteile der Apparatur, also 
trodengefaB mit Gummistopfen, Elektroden, 


und -auslaB, zwei Biiretten, Biirettenspirale, 
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des Og aus der Apparatur wird aus der cinen Biirette z. B. zur oxy- 
dierten Phase im ReaktionsgefiB die gleiche Menge reduzierter Sub- 
stanzlésung abgelassen und mit Hilfe der zweiten Biirette durch Puffer- 
titration das py verandert, dessen Grébe mittels der Glaselektrode 
vemessen wird, wahrend die Edelmetallelektroden unmittelbar das 
Normalpotential, bezogen auf die ges. Kalomelelektrode liefern. 

Zur Durchspiilung der gesamten Apparatur mit No gentigen 3 bis 4 
Stunden. Da wir den No gleichzeitig mit der Durchspiilung von O, 
befreien, ist Anwendung héheren Druckes und gréBerer Strémungs- 
veschwindigkeit nicht ratsam. Legt man Wert auf schnelleres Arbeiten, 
so wird man zwischen die Batterien der Waschflaschen und den tibrigen 


Teil der Apparatur einen Gasometer schalten miissen, der bereits ge- 


reinigten N. enthalt und deshalb schnelleres Arbeiten unter héherem 
Druck gestattet. 

Vor reduktivem Titrieren erhielten wir wahrend der Durchspiilungs- 
zeit im allgemeinen eine Negativierung der Platin- bzw. Goldnadeln 
im ElektrodengefaB um 100 bis 300 Millivolt. Befand sich im Elek- 
trodengefaB die Lésung einer mit H. reduzierten Leukoverbindung, so 
wurde eine Positivierung um etwa den gleichen Betrag abgewartet. Im 
ersten Falle handelt es sich um schwache Sauerstoffpotentiale, im 
zweiten um schwache Wasserstoffpotentiale in der zunachst reinen 
Ox- bzw. reinen Red-Lésung. Sind diese Potentiale auch schlecht defi- 
niert, so gibt die Negativierung bzw. Positivierung um die genannte 
Zahl an Millivolt doch einen gewissen Anhalt fiir ausreichende Ver- 
treibung des unerwiinschten Gases. 

Wir erhielten mit der beschriebenen Apparatur u.a. die 3 unten 

» 


wiedergegebenen Titrationskurven (Abb. 2). 
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Auswertung von Redoxtitrationen. 


Von 
H. Mohr. 
(Aus der Abteilung Biochemie des Reichsgesundheitsamtes. ) 


(Eingegangen am 10, Juli 1939.) 


Die tibliche, von Clark (1) angegebene Methode zur Auswertung 
von Redoxtitrationen besteht darin, das zur halben Menge verbrauchten 
Reduktionsmittels gehérende Potential als Normalpotential zu nehmen 
und den Rest der Kurve daraus zu berechnen. Genauer gesprochen, 
wird der Punkt des Normalpotentials dadurch gefunden, da man 
zwischen den beiden Punkten, die der Menge des halben verbrauchten 
Xeduktionsmittels am nachsten liegen, das Potential interpoliert. Die 
anderen gemessenen Potentiale werden nicht ausgewertet; denn der 
Ausgangspunkt entspricht einfach der Menge 0, der Endpunkt der bei 
einem nicht genau definierten Potentialsprung im ganzen verbrauchten 
Menge an Titrationsmittel. 


Der Endpunkt der Titration ist also niemals scharf bestimmt, 
sondern mit einem Fehler behaftet, der in ungiinstigen Fallen bis zu 10°, 
betragen kann. Nimmt man an, daB der Fehler 2 °,, betragt, so bestimmt 
man als Normalpotential falschlicherweise nicht den Punkt, bei dem 50°, 
sondern bei dem 51°, in der reduzierten Form und nur 49% in der oxv- 
2,303 RT | 

-{[o¢ 

nF ~ 49 
Bei den meist untersuchten Zweielektronensystemen findet man also 
das Normalpotential um 30 - (1,7076 — 1,6902), also um etwa 0,5 Milli- 
volt zu negativ, wenn man mit einem Reduktionsmittel titriert. Der 
Fehler von 10%, mit dem man im ungiinstigsten Falle zu rechnen hat. 
entspricht einem Fehler von 2,6 Millivolt fiir das Normalpotential. 
Dabei ist auBerdem noch vorausgesetzt, daB die beiden Potentiale 
in unmittelbarer Nachbarschaft des so gewahlten Normalpotentials 


dierten Form vorliegen, begeht also einen Fehler von 


vollkommen fehlerfrei gemessen sind. 


Ein anderes graphisches Auswertungsverfahren wurde von Phillips. 
Clark und Cohen (2) angegeben, doch wird seine praktische Anwendung 
nicht ganz klar geschildert. Das Normalpotential ist nach diesen 
Autoren dadurch gekennzeichnet, daB in ihm die Tangente an die Kurve 
eine vorgegebene Neigung gegen die Achsen besitzt. Dies ist aber nur 
richtig, wenn man die MaBstaibe von Abszisse und Ordinate in geeigneter 
Weise wahlt, und dies setzt wiederum voraus, daB die zur Erreichung 
des Endpunktes notwendige Menge an Reduktionsmittel genau bekannt 





da 
de 
an 


né 


Zur Auswertung von Redoxtitrationen. 23) 


ist. Dann bietet aber dieses Verfahren gegeniiber dem alten keinerlei 
Vorteile. 

Es wurde schon darauf hingewiesen, dafS der Bestimmung des 
Normalpotentials nach diesen Methoden nur ein geringer Teil der ge- 
samten gemessenen Potentiale zugrunde gelegt wird: beim ersten Ver- 
fahren zwei, beidem Verfahren von Phillips etwa drei bis vier Potentiale. 
Darin dirfte ein grundsatzlicher Nachteil beider Verfahren liegen. 
Es liegt nahe, aus méglichst vielen gemessenen Potentialen nach der 
Methode der kleinsten Quadrate den wahrscheinlichsten Wert fiir das 
Normalpotential zu berechnen. Dabei werden alle diejenigen Potentiale 
zugrunde gelegt, die offenbar nur durch das zu untersuchende System 
und nicht durch fremde, stérende Systeme bestimmt werden. Es soll 
also vorausgesetzt werden, da} die kleinen zufalligen Fehler, mit denen 
die gemessenen Potentiale behaftet sind, fiir alle MeBpunkte mit gleicher 
Wahrscheinlichkeit einen bestimmten Wert erreichen kénnen, so daB 
man alle Beobachtungen als ,,gleichgenau** bezeichnen darf. Systemati- 
sche Fehler, die von Titeranderungen des Reduktionsmittels, py- und 
Temperaturanderungen, Zersetzung oder Unldéslichkeit eines der Re- 
aktionsteilnehmer usw. herriihren, mégen durch geeignete Wahl der 
Versuchsbedingungen vermieden sein. 


Bei der zu behandelnden Rechenmethode bestimmt man_ nicht 


das Normalpotential wnmittelbar, sondern errechnet es mittelbar aus 
dem Beobachtungsergebnis; es sind also diejenigen Rechenverfahren 
anzuwenden, die in den entsprechenden Hand- und Lehrbiichern fiir 
.vermittelnde gleichgenaue Beobachtungen‘* vorgeschrieben werden. 


1. Einheitliches Redoxsystem. 
Die Konstanten der zugrunde liegenden Gleichung 


ss 8808 RT 2.303 RT 
E = Ey +=, — log (02) so 


namlich die urspriinglich vorhandene Gesamtmenge an oxydierter 
Phase und das Normalpotential /o. sind unbekannt und werden daher 
mit den Buchstaben X und Y bezeichnet: die variablen GréBen, die 
bekannt sind, werden nicht mit den (gew6hnlich fiir Variablen iiblichen) 
Buchstaben x, y, z usw., sondern mit kleinen griechischen Buchstaben 
bezeichnet. Das gemessene Potential werde mit 2, der diesem Potential 
entsprechende Zusatz an Reduktionsmittel mit « bezeichnet. Dann wird 


[Ox] = X — a, X [OX |ani. 
[Red] = x 

und die Gleichung fiir das Potential 

F(X, Y) = B— Y + 29,55 log a — 29,55 log (X — a) 


log [Red], (1) 
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2,303 RT 
Der Ausdruck 29,55 ist der Wert, den fiir ein Zweielek 
nF 
tronensystem und 25°C annimmt; alle Werte werden in Millivol: 
angegeben. Diese Gleichungen gelten in dieser Form nur fiir reduktiv: 
Titration, lassen sich aber sinngema auch fiir oxydative Titratione) 
entwickeln. 

Aus Gleichung (3) geht hervor, daB die Abhangigkeit der gemessene), 
von den gesuchten GréBen (X und Y) und umgekehrt nicht linear ist 
Aus den einschlagigen Vorschriften (z. B. Weitbrecht, S.67) ist das 

a X=N,+2 
Vorgehen in diesem Falle zu ersehen: man setzt y y_ meee wobei 
=) 
N, und N, Naherungswerte darstellen, die man etwa aus dem allge- 
meinen Kurvenverlauf durch Schatzung erhalt, da x gegeniiber JN .. 
y gegentiber NV, nicht allzu groB sein darf. (Wenn sich schlieBlich ergibt. 
da} diese Forderung nicht erfiillt ist, mu man aus den Werten von 
x und y, die man aus der Rechnung erhalt, neue Naherungswerte 


N, N+ 2, N, N,+y errechnen und mit diesen Werten 


die ganze Rechnung wiederholen. Annahernd richtige Wahl von JV, 
und N, kann also eine erhebliche Menge Arbeit ersparen.) 

Nach den Lehren der Methode der kleinsten Quadrate ist 
Gleichung (3) nach den Naherungswerten V, und V, zu differenzieren 
Man erhilt damit zwei Gleichungen fiir die Hilfsvariablen a, und >, 


a, ist die Abkiirzung fiir wi , 6; fir xa - In den folgenden Ab- 

ON, ON, 

leitungen sind NV, und N, konstant, dagegen nehmen die GroBen 

und f fiir jeden MeBpunkt andere Werte an, also fiir den ‘ten MeBpunkt 

die Werte «, und §;. Dementsprechend sind a; und (im allgemeinen 
auch) 6, fiir jeden MeBpunkt verschieden. 

Die beiden Gleichungen lauten: 

29,55 

4 = ~ 9 303 (N, — aj)’ 


a © 


U 


(DaB 6; hier konstant ist, ist die Folge der geradlinigen Abhangigkeit 
von E und £>.) 
Eine dritte Hilfsvariable wird durch Addition der Glieder aus 
Gleichung (3) erhalten, namlich 
1; = B; — N, + 29,55 log a; — 29,55 log (N,, — a,). 
Es |aBt sich mathematisch beweisen, daB man den besten Wert fiir 
die Korrekturen x und y zu den Naherungswerten V, und NV, erhalt. 
wenn man sie nach den Gleichungen 
ra +yab+JZal = 0, 


. = (4 
rLab+y2Zb? +261 =0 
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errechnet. Fur oxydative Titrationen laBt sich die Methode (4) sinn- 


vgemaB anwenden. 
2. Anwendung der Methode auf ein Gemisch mehrerer Systeme. 
Mit Hilfe einer grundsatzlich gleichen Methode lassen sich folgende 
Aufgaben verhaltnismaBig leicht lésen: 
1. Berechnung der Kurven fiir ein Gemisch von zwei Redox- 
systemen, deren Normalpotentiale so weit auseinander liegen, daB sich 
die beiden Potentialkurven nicht beeinflussen. 


2. Rechnerische Beseitigung des Einflusses von geringen Spuren 


Sauerstoff, die bei einem gegebenen, wenig konzentrierten System 


nicht vernachlassigt werden kénnen. Ein solches Beispiel bringt 
Michaelis (3) fiir das Flavinsystem: ich glaube aber, daB das hier an- 
gegebene rechnerische Verfahren der graphischen Konstruktion von 
Michaelis erheblich tiberlegen ist. 


3. Berechnung des Normalpotentials und der fiir den zu unter- 
suchenden Stoff verbrauchten Menge Titrationsmittel, wenn ein Farb- 
stoff hin und zuriick titriert wird und bei der ersten Titration ein (un- 
bekannter) UberschuB der einen Titrationsfliissigkeit zugegeben wurde, 
der bei der Riicktitration zuerst verbraucht wird (s. Protokoll). Beim 
Fall 1 bestimmt man die Konstanten des ersten Redoxsystems in 
derselben Weise, wie im ersten Abschnitt angegeben. Zur Berechnung 
des zweiten Systems, fiir das ja der Nullpunkt fehlt, gilt das unten 
angegebene Verfahren. Zur Berechnung werden nur diejenigen Poten- 
tiale verwendet, die unzweifelhaft entweder dem einen oder dem anderen 
System zugehéren. Auch in den Fallen 2 und 3 werden nur diejenigen 
MeBpunkte der Rechnung zugrunde gelegt, die nwr durch das zu wnter- 
suchende System bestimmt werden. Die von den fremden Stoffen ver- 
brauchte Menge Oxydations- bzw. Reduktionsmittel werde mit Z 
bezeichnet, Z 

Um AnschluB an das im Protokoll gebrachte praktische Beispiel 
zu finden, werden im folgenden die Gleichungen fiir die Titration einer 
Leukoverbindung (im Gemisch mit etwas tiberschiissigem Hydrosulfit) 
mit einem Oxydationsmittel formuliert. Die Gleichungen fiir die Hilfs- 
variablen lauten dann, entsprechend wie oben: 

29,55 
2,303 (N,+N,—« 


om 


) 
t 


29,55 29,55 
2,303 (N, +N, —a,) ' 2,303 (a; — Nz)’ 


Bi — Ny + 29755 log (NV, +,N2 — ai) — 29,55 log (a; —N, 
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Zur Berechnung der drei Unbekannten dienen dann die Gleichungen 
ata? +ySab+2Zac,+Zal = 0, 
rab - y Lb? re r+ Lbl 0, 
aXLac+yZbe + 24 Nel 0. 
Es sei darauf hingewiesen, das der Sauerstoff oder das tiberschiissige 
Hydrosulfit systematische Fehler der Titration darstellen, die man 
also unter Verwendung solcher Kunstgriffe mit Hilfe der Methode 


der kleinsten Quadrate ausschalten kann, obwohl diese Methode nur 
zur Ausschaltung zu/fdlliger Fehler entwickelt worden ist. Mittels 


Titration eines Gemisches von Leukorosindulin und « 
Potential gegen ¢ 


N, = 84(0,84ccm), N, = —503 (mV), N, = 4(0,04 


u 








log a, 0,1946—1 loge, = 0,8178 log |1,| == 0.8657 
log az 0,2219—1 loge, = 0,3011 log |l,| == 1,1528 
log ds = 0,2511—1 log ¢, = 0,0962 log |l,] == 1,1614 
log a, = 0,2759—1 loge, = 0,9960—1 log |l,! = 1,0940 
loga,; = 0,3302—1 loges = 0,8743—1 log |!/;| == 0,7955 
log dg = 0,4094 loge, == 0,8022—1 log |/,| = 0,6074 
log a; 0,4956 loge, = 0,7R264—1 log I;| == 0,7866—1 
log ds 0,6033— loge, = 0,8115—1 log {l,| = 0,3662—1 
loga, == 0,8074 loge, = 0,9255—1 log 1, = 0,4871 
log dy 0,1084 log (yg = 0,1635 log |/o] = 0,2271 
log a,,; = 0,3302 log ¢;, = 0,3624 log {l,| = 0.2834 


1 
1 
l 
1 


7,126 x 5,941 y+ 9,884 z 1D;201 = 0, 
5,941 2 + 11,00 y — 18,059z+ 60,16 = 0, 
9,884 x — 18,059 y + 59,64 z — 119,15 0, 
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ihnlicher Methoden kann man z. B. die zweistufige Titration solcher 
Systeme behandeln, bei denen sich intermediaér Semichinone bilden. 


Grundsatzlich ist es auch méglich, jeden der in der Einleitung erwahnten 


systematischen Fehler in ahnlicher Weise auszuschalten, doch werden 
die notwendigen Gleichungen im allgemeinen so kompliziert werden, 
daB man sie lieber durch Verbesserung der Versuchsbedingungen 
eliminiert. 
Literatur. 

1) W. M. Clark, Publ. Health Reports 88, 945, 1923. — 2) Phillips, 
Clark, Cohen, ebenda Suppl. 61, 5. 3) Michaelis, J. of biol. Chem. 116, 
597, 1936. — 4) Weitbrecht, Ausgleichungsrechnung. Sammlung Géschen 302. 


ekannten) UberschuB von Hydrosulfit mit Ferricyanid. 
igte Kalomelelektrode. 

29,55 
9 


SS ,00, , : 
L, 20 = 11,00, bog sos 


= 1,1084. 





0,157; a, ¢,* = 1,029 bie, = — 6,574 ¢,?=43.21|) al, = 1,029) byt 
0,167' ag¢; = 0,333 bee, = — 2,000 ¢,2?= 4,00) a,gl, = 2,370, bela 
= — 0,178] a,c, = 0,223 | bscg = — 1,248) cs*= 1,56| al, = 2,585! bg ls 
0,189 aye, = 0,187 beg = 0,991 | c2 = 0,98) a, = 2,344) bg ly = 
0,214 a;¢; = 0,160 bse; — 0,749 | c,*= 0,56! a,/,; = 1,336 bs 1; 
0,257 ae Ce 0,163 bets = — 0,634 ce? = 0,40) agle = 1,039 hele 
0,313| a,c, = 0,191 bce, = 0,612 | e,*= 0,37} a,l, = 0,192 b, 4 
— 0,401 ages = 0,260 beg = 0,648 ¢,%= 0,42| a, = 0,093 bl, = yee oi, = 
0,642; agc, = 0,541 byty = 0,842 | co? = 0,71) agi, = + 1,970) byl, = 3,07 Cele 
= — 1,284 ayo Ce = 1,870 die Cie = — 1,457 | 18= 2,12) are lio= — 2,165 dioho= 69 Cre lie 
2,139! a1; C1, = 4,927 (bi Cx, = — 2,304 | f= 5,31] anla= 4,108 buli= 992 | Car lis 


— 5,941; Dac = 9,884 | Tbc = — 18,059 Ic*=59,64 Lal = 15,291; Tol = + 60,16 Tel 


79,6; 0,796 cem, 
509,7 mV, 
4,7; 0,047 cem. 


Insgesamt verbraucht: 
0,796 + 0,047 = 0,843 cem Ferricyanid. 


48,25 
28,44 
18,10 
2,30 
4,65 
2,57 
0,37 
0,15 
2,59 
2,46 
4,42 


119,15 











Kine Apparatur zur Ausfiihrung von Redox- 
Messungen im Vakuum. 
Von 
Holger Jorgensen. 
(Aus dem Laboratorium der A. G. Dansk Gaerings-Industri, Kopenhagen. 
(Eingegangen am 8. Juli 1939.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei Messungen von Oxydations-Reduktionspotentialen (Redox 


Messungen) ist der AusschluB des Luftsauerstoffs in den allermeisten 
Fallen und namentlich dann, wenn es sich um Messung von niedrigeren 
Redox-Potentialen (niedrigerem ry!) handelt, eine unumgangliche 
Notwendigkeit. 

Der AusschluB der atmospharischen Luft kann auf zwei prinzipiel! 
verschiedene Arten erfolgen, namlich a) dadurch, daB man die Luft 
aus der Fliissigkeit, die gemessen werden soll durch einen Strom sauer- 
stofffreien Stickstoffs vertreibt und dann die Messung vornimmt. 
wahrend die Fliissigkeit unter einer Stickstoffatmosphire gehalten 
wird, oder b) durch Messen der Fliissigkeit in Vakuum. Das letzt- 
genannte Verfahren wird von vielen Forschern vorgezogen, u. a. mit 
Riicksicht auf die Schwierigkeit, véllig sauerstofffreien Stickstoff 
herzustellen. 

Redox-Messungen in Vakuum bieten ein speziell technisches 
Problem, naimlich das, eine leitende Verbindung zu schaffen zwischen 
der Fliissigkeit, in der das Redox-Potential bestimmt werden sol! 
und die sich in Vakuum befindet, und der Fliissigkeit in der Bezugs- 
elektrode in der Regel einer Kalomelelektrode —, deren Anwendung 
ja ‘eine absolute Notwendigkeit ist. 

Meist werden die beiden erwahnten Fliissigkeiten mit einer KCl-Agar- 
massebriicke verbunden, die so beschaffen sein muB, daB die Briicke einem 
Druck — oder wenn man will einem Vakuum — von etwa | Atm. widerstehen 
kann. Elektrodenbehalter findet man bei Lehmann (2) [s. auch Hoff- 
Jorgensen (3)] beschrieben; der bekannteste Vertreter dieser Type von 
VakuumelektrodengefiBen ist jedoch sicherlich die sogenannte Borsook- 
Rohre | Borsook u. Schott (4)}. 

VakuumelektrodengefiBe mit Agarbriicken haben groBbe Verwenduny 
gefunden; es muB aber gesagt werden — ohne da dies eine Kritik der 


' ry ist wie bekannt eine von W. M. Clark (1) eingefiihrte Bezeichnung 
fiir den Redox-Zustand einer Fliissigkeit. ry ist der negative Logarithmus 
des Wasserstoffdruckes, der — hypothetisch — um die Elektrode in det 
Lésung, in welcher man das Redox-Potential miBt, herrscht. 
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SD led 


a~—é 


hetreffenden Apparate bedeuten soll —, da8 die Zubereitung und Sauberung 


der Agarbriicken Zeit und Sorgtalt erfordern. 


Eine andere und sehr elegante Losung des genannten Problems 
findet man in einer Arbeit von Wurmser und Geloso (5), deren Apparat in 


Abb. 1 wiedergegeben ist [nach (6)]. 

e und e, sind Platinelektroden, in die Réhre A wird 
die Lésung eingebracht, deren Redox-Potential gemessen 
werden soll; die Fillung im Boden der Réhre B kann 
z. B. aus Quecksilber, Kalomel und einer gesattigten 
Kaliumcehloridlésung bestehen und stellt somit eine ge- 
sittigte KCl-Kalomelelektrode dar. 

Nach dem Einfiillen in die beiden Réhren wird der 
ganze H-férmige Apparat luftleer gepumpt und das Glas 
bei m und » zugeschmolzen. Eine stark leitende Ver- 
bindung zwischen der Kalomelelektrode im linken 
Arm (B) der H-Réhre und der untersuchten Fliissigkeit 
im rechten Arm (A) ist nicht vorhanden. Die Leitung 
erfolgt an der inneren Oberfliche von A und B und 
der Verbindungskapillarréhre C entlang. Um zu ver- 
hindern, daB e und e, durch einen zwischen e und ¢, 
passierenden Strom an der auBeren Oberflache der H- 
Roéhre kurzgeschlossen werden, muB an passenden Stellen 
der AuBenseite der H-Réhre (auf Abb. | bei F und @) 
eine stark isolierende Substanz aufgebiacht werden. 


Nachstehend soll ein 
vom Verfasser konstruier- 
ter Vakuumapparat _ be- 
schrieben werden, der keine 
Agarbriicke besitzt, — in 
welchem aber doch eine 
stark leitende Verbindung 
zwischen der Bezugselek- 
trode und der Fliissigkeit, 
deren Redox-Potential ge- 








messen werden soll, vor- 
handen ist. 


Beschreibung des 
Apparates. 
Das Aussehen des Ap- 








parates geht aus Abb. 2 
hervor. 




















Das Prinzip beruht bold - 
darauf, die Bezugselek- | elektrode 
trode (Kalomelelektrode)  QcssssecS 


vollstindig in den eva- 
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Abb. 1. 
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kuierten Raum zu versenken und in der zu messenden Fliissigke;} 


zu_belassen. 


Der Verfasser hat bei der Lésung des vorliegenden Problems die 
Anwendung einer gesattigten KCl-Kalomelelektrode auGerordentlic 
niitzlich gefunden, die von der Firma Leeds & Northrup Comp., Phila- 
delphia, hergestellt und verkauft wird. Das Aussehen dieser Elektrode 


geht aus Abb. 3 hervor. 

Die Elektrode besteht aus drei Teilen, A, Bund C. A ist die eigent- 
liche Kalomelelektrode; sie wird durch das Loch L mit Quecksilber, 
Kalomel und gesattigter KCl-Lésung gefiillt. B und C, die mit ge- 
sittigter KCl-Lésung gefiillt werden, bilden die KCl-Briicke, die 
unter Elimination des Diffusionspotentials die Kalomelelektrode 
mit der Fliissigkeit verbinden, deren py oder in diesem Falle Redox. 
Potential man messen will. Die elektrische Leitung in dieser Fliissigkeit 
erfolgt durch den Schliff, indem man dafiir sorgt, daB sich eine diinne 
Schicht der gesattigten KCl-Lésung in diesem befindet. Diese Fliissig- 
keit in dem Schliff wird einfach dadurch erneut (eine Erneuerung sollte 
zwischen jeder Messung stattfinden), daB man C etwas nach oben driickt, 
so daB etwas KCl-Lésung herausflieBt, worauf man C wieder nach 
unten zieht, so da} das AusflieBen der KCl-Lésung aufhért. Dieses 
leichte Verfahren, wodurch die Erneuerung der Beriihrungsflache 
zwischen der KCl-Lésung und der untersuchten Fliissigkeit erfolgen 
kann, ist gerade der besonders giinstige Zug bei der Konstruktion von 
Leeds & Northrups Kalomelelektrode. 

Diese Kalomelelektrode die in diesem Falle zweckmaBig etwas 
verkiirzt wird — kann ganz und gar in einen Behalter versenkt werden, 
der evakuiert werden kann, wie aus Abb. 2 hervorgeht. — Als Redox- 
Elektrode dienen schwere Goldelektroden; in Abb. 2 ist nur eine solche 
abgebildet ; in Wirklichkeit werden zum Zwecke der Kontrolle stets zwei 
Elektroden benutzt. Das Vakuum wird (am zweckmaBigsten mittels einer 
rotierenden Olpumpe) durch Auspumpen der Luft durch die Réhre R 
geschaffen, worauf der Hahn H geschlossen wird. Die Leitungen k und / 
fiihren zum Potentiometer, wo die Spannung gemessen wird. Verfasser 
benutzt das vorziigliche dainische Zweiréhren- Potentiometer ,, Radiometer 
PH 1°, bei dessen Anwendung die Stromstarke der gemessenen Elektro- 
denkette nur ungefaihr 10-13 Ampére betragt, welche geringe Stromstarke 
den ungiinstigen Einflu8 der Polarisationsphanomene auf die Messungen 
stark verringert. Der ganze Apparat (Abb. 2) kann natiirlich in einem 
Wasserbad angebracht werden, wodurch eine konstante Temperatur 
wahrend der Messungen eingehalten werden kann. — Der Apparat 
erfordert in der vom Verfasser benutzten Form etwa 60 cem der Lésung, 
deren Redox-Potential bestimmt werden soll. 





Hine Apparatur zur Ausfithtung von Redox-Messungen im Vakuum. 229 


Berechnung des Redox- Potentials. 


Das Redox-Potential £), einer Fliissigkeit ist, wie bekannt, der Span- 
nungsunterschied zwischen der in die Fliissigkeit eingetauchten indifferenten 
((jold- oder Platin-) Elektrode (+ -Pol) und einer Normalwasserstoffelektrode 
(— -Pol), d.h. einer Wasserstoffelektrode mit Wasserstoffdruck 1 Atm. 
(rH 0), die in eine Fliissigkeit eintaucht, deren py 0 ist. Das, was man mit 
einem Apparat wie Abb. 2 mibt, ist der Spannungsunterschied E zwischen 
der indifferenten Goldelektrode und der Kalomelelektrode. Um die Redox- 
Potentiale FE, zu finden, muB man deshalb zu dieser direkt gemessenen 
Spannung den Spannungsunterschied addieren, der zwischen der Kalomel- 
elektrode (+ -Pol) und der Normalwasserstoffelektrode (— -Pol) besteht. 
Dieser Spannungsunterschied wird in der Regel 2, benannt. Man erhalt 
somit: 

Ey, E + 2. (1) 
Bei einer gesattigten Kalomelelektrode hat a, bei verschiedenen Tem- 
peraturen nach W. M. Clark (7) (S. 455) die Werte, die aus nachstehender 
Tabelle | hervorgehen. 


Tabelle I. a,-Werte fiir eine gesattigte KCl-Kalomelelektrode 
(nach W.M. Clark). 





Temperatur T, Temperatur My 
°C Volt *¢ Volt 
18 0,2511 35 0,2382 
20 0,2496 38 0,2359 
25 0,2458 40 0,2344 
30 0,2420 





Wiinscht man, was oft praktisch ist, an Stelle von Ey, ry anzugeben, 
so findet man diese Gr6Ben durch die Formel 
1 LB I 
r = On + a 
Ses Pa © “*’ 9.900 1983 7 


Der Wert dieses letzten Bruches fiir verschiedene Temperaturen ist 
aus Tabelle II ersichtlich. 
l 
Tabelle II. or Wei ler Grobe — fiir verschiedene 
Tabelle Der Wert de 6Be 5 0001983 T é edene 
Werte von t. 





t 1 1 
oC 0,000 1983 7 ) 0,000 1983 7 


18 17,33 35 16,37 
20 17,21 38 16,21 
25 16,92 40 16,1) 


30 16,64 





Beispiele. Beim Messen einer bestimmten Fliissigkeit bei 20°C betrug 
die direkt gemessene Spannung 0,159 Volt. Zufolge Formel (1) und Tabelle I 
ist das Redox-Potential EF), 0,159 + 0.2496 0,409 Volt. Das pu der 
betreffenden Fliissigkeit war 2,70. Formel (2) und Tabelle Il ergeben: 
1's Tq 2,70 + 0,409 - 17,21 
ry 19,48 ~ 19,5. 
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Jeim Messen einer anderen Fliissigkeit bei 22° betrug die direkt il 
messene Spannung 0,204 Volt | — -Vorzeichen, weil die Redox-Elektro«: el 
(Goldelektrode) bei dieser Messung negativer Pol war’. fil 

Ep — 0,204 + 0,2481 = 0,044 Volt. de 
Das pu der Fliissigkeit war 6,32, also M 
Vory = 6,32 + 0,044 - 17,09, be 
rg = 14,14 ~ 14,1. nl 
Verwendung des Apparats zur Messung des Redox- Potentials von Frucht. P 
und Pflanzensdften. u 
Verfasser war bei der Benutzung der beschriebenen Apparatur ir 6 
‘ . ° ° dé 
besonders hohem Grad an der Messung der Redox-Potentiale interessiert k 
die Frucht- und Pflanzensifte besitzen, wenn sie auf gew6hnliche Weis: 
. ° . r in a 
aus Rohmaterial ausgepreBt und ohne jegliche Zusitze gemessen 
: : A : vA 
werden: die Resultate einer Reihe solcher Messungen sind aus nach- 
stehender Tabelle IIT ersichtlich. ;, 
i 

Die Bereitung der verwendeten Fiucht- und Pflanzen=afte ging aut it 
einfache Weise vor sich: Die Friichte wurden in einer gew6hnlichen Frucht e 
presse ausgepreBt, worauf die Safte zentrifugiert und filtriert wurden. All: ( 
verwendeten Friichte und Pflanzen wurden in frischem Zustand eingekautt n 
bis auf die PreiBelbeeren, die in getrocknetem Zustand gekauft und a 
24 Stunden im Wasser eingeweicht wurden, bevor die Pressung stattfand 

Beim Messen des Redox-Potentials in diesen Fliissigkeiten wurde 
in hohem Grade eine Erscheinung beobachtet, die bei der Messune | 
von Redox-Potentialen allgemein eintrifft, namlich da das Potentia! f 
der Redox-Elektrode (also in diesem Falle der Goldelektrode) mit der ; 
Zeit immer negativer wird. Nur selten wurden ganz konstante Potentiale | 

. { 
erreicht. 
’ 
Tabelle II]. Redox-Messungen in Frucht- und Pflanzensaften \ 
(20°C). 
Spannung Spannung rae 
(als rg ausgedriickt) t aur Zeit t, a eee 
1/, Std. nach Anfang als ry mit einer Glas- y 
der Messung Min. ausgedriickt | clektrode gemessen ; 
Zitronensaft 18,3 130 17,7 2,25 
Birnensaft . .. . 26,0 350 23,5 4,25 
Traubensaft ... 25,2 210 22,3 3,94 
Apfelsaft .... 24,4 210 28,2 3,68 7 
PreiBelbeersaft . . 18,9 30 18,9 2,67 ( 
Spinatsaft .... 15,3 90 15,0 6,23 ; 
t gibt die Anzahl Minuten an, die seit Anfang der Messung verstrichen | 
waren, bis der Spannungsabfall pro Minute nur 1/,, Millivolt betrug. 
( 


Man ersieht, daB in Tabelle III fiir jeden Fruchtsaft zwei ry-Werte 
angegeben sind. Das erste rg ist das, welches man erhalt, wenn man 7} 





ert 


else 
sen 


ich. 
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ius der Spannung (dem Wert von /) errechnet, die man nach Verlauf 
einer halben Stunde findet, und der andere ry-Wert ist der, den man 
findet, wenn man rq aus der Spannung errechnet, die man miBt, wenn 
der Spannungsabfall nicht mehr als !/j) Millivolt pro Minute betragt. 
Man ersieht, daB bei einigen Saften sehr lange Zeit verstrichen ist, 
bevor der Spannungsabfall pro Minute diesen niedrigen Wert erreichte ; 
nur beim PreiBelbeersaft wird eine eigentliche Konstanz erreicht. 

Durch Tabelle [II erhalt man einen Einblick in die Lage des Redox- 
Potentials der verschiedenen Frucht- und Pflanzensafte zueinander 
und man sieht, daB die Fruchtsafte, Birnensaft, Traubensaft und Apfel- 
saft, in denen Polyphenoloxydasen wirksam sind und die dunkel ge- 
farbt werden, wenn sie wahrend des Pressens mit der Luft in Beriihrung 
kommen, verhaltnismaBig hohe Redox-Potentiale aufweisen, wahrend 
andere Safte, Citronen-, PreiBbelbeer- und Spinatsaft, wesentlich redu- 
zierender sind. 

Um MiBverstindnissen vorzubeugen, sol! zum SchluB ausdriicklich 
hervorgehoben werden, dais die Tatsache, daB die gemessenen Spannungen 
in Tabelle LIT in ry-Werte umgerechnet angegeben sind, nicht so verstanden 
werden darf, daB die Spannung notwendiger weise einem thermodynamischen 
Gleichgewicht in der Lésung entspricht. Die angegebenen ry-Werte sind 
nur als eine Ausdrucksform fiir die tatsachlich gemessenen Spannungen 
aufzufassen. 

Zusammenfassung. 

Es wurde ein Apparat beschrieben, der fiir die Messung von Redox- 
Potentialen im Vakuum dienen kann und der gewisse Vorteile gegeniiber 
friiher beschriebenen Apparaten (namentlich die Vermeidung von Agar- 
briicken unter Beibehaltung der gut leitenden Verbindung zwischen 
der Fliissigkeit in der Bezugselektrode und der Fliissigkeit, die gemessen 
werden soll) bietet. Das Resultat einiger Redox-Messungen, die mit 
verschiedenen Frucht- und Pflanzensaften mit dem beschriebenen 
Apparat vorgenommen worden sind, ist angefiihrt. 

Der Verfasser dankt Herrn Direktor Chr. F. Jergensen fiir die Erlaubnis 


zur: Veréffentlichung, sowie Fr]. cand. pharm. Esther Nielsen fiir ihre Mithilfe 
bei der Ausfiihrung dieser Arbeit. 
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Zur Kenntnis der Reifungsvorgiinge bei der Banane. 
Von 
Karl Wiilfert. 
(Eingegangen am 22. Juni 1939.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die Banane, Musa paradisica, enthalt in reifem Zustande eine 
groBere Menge Zucker, sowohl Monosaccharide wie neben sehr 
geringen Mengen Maltose das Disaccharid Saccharose. Die Menge 
dieser Zucker betrigt zwischen 18 bis 20°, des Fruchtfleisches (1, 2). 
Hiervon kénnen bis zu 60°, Saccharose sein. In unreifem Zustand 
beliuft sich der Zuckergehalt auf 0 bis 1°, wahrend der Gehalt an 
Starke ungefahr 22°, des Fruchtfleisches ausmacht. In der reifen 
Banane hingegen liegt der Starkegehalt zwischen 1°, und 2%, (3) 
Dieser Ubergang der Starke in verschiedene Zucker wihrend des Reifens 
ist enzymatischer Natur, Das Bananeninnere ist vollkommen frei von 
Bakterien. In den Schalen griiner, unreifer Bananen lassen sich nur 
bis zu bestimmter Tiefe Bakterien nachweisen (4). Uber den Enzym- 
komplex, der die Reifung leitet, ist sehr wenig bekannt. In Extrakten 
aus Bananen sind eine Reihe Enzyme nachgewiesen worden (5, 6). 

Nach Nelson (7) soll der Umsatz der Bananenstirke zu Zucker in 
folgender Weise verlaufen: 


l. Stirke mittels Hexokinase —> aktive Hexosen, 
. aktive Hexosen mittels Phosphatase zu Hexosemonophosphat, 


2 Molekiile Hexosemonophosphat —> Hexosediphosphat + unbekannte! 

Zucker (y-Fructose ?) -+- CO,, 

Hexosediphosphat +- unbekannter Zucker +- O, (Atmung) + Glucose 
> Saccharose + freie Phosphorsiiure 4- COg. 


i 


Nach dieser Gleichung ist die Reifung abhangig von der Gegenwart 
von Sauerstoff und tatsachlich kann ja die Reifung unterdriickt werden, 
wenn die Banane entweder in einer sauerstofffreien Umgebung auf- 
bewahrt wird oder wenn dem Sauerstoff der Zutritt zu der Banane 
durch Uberziehen der Schale mit z. B. Bienenwachs oder Paraffin un- 
moglich gemacht wird. — Der Ubergang der Bananenstirke zu Zucker 
ist insofern interessant, als er die Frage nahelegt, inwieweit diese Pro- 
zesse bzw. die sie bewirkenden Enzyme ausschlieBlich an die Zelle 
gebunden sind, oder ob sie sich in vitro ausfiihren lassen. Im Zusammen- 
hang damit ist es von Interesse, ob ausschlieBlich Bananenstiarke als 
Substrat dienen kann oder ob andere Starkesorten dafiir verwendet 
werden kénnten. 
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Im folgenden werden eine Reihe von Versuchen beschrieben. die 
einen Beitrag zu dieser Frage liefern sollen. Samtliche Versuche 
dieser Arbeit sind mit Musa Sapientium L. var. Gros-Michel ausgefiihrt 


worden. 


Bestimmung des py-Wertes reifender Bananen. Sowohl im Hinblick 
auf die Wichtigkeit. welche die Kenntnis des py-Optimums fiir den 
enzymatischen Proze® spielt, wie um zu untersuchen, innerhalb welcher 
Grenzen die py-Werte bei reifenden Bananen schwanken kénnen, sind 
fortlaufende py-Messungen ausgefiihrt worden. Zu diesem Zweck 
wurden taglich aus einer Bananenreiferei Bananen bestimmter Chargen 
untersucht, deren Ankunftstage genau bekannt waren. Als erster Tag 
galt der Tag der Anlieferung in griinem Zustand per Schiff, als letzter 
Tag galt der Tag der Abgabe an die Einzelverkaufer in genuBfertigem, 
reifem Zustand. Hierdurch ist man sicher, Bananen zu erhalten, die 
unter den besten Reifungsbedingungen gehalten worden sind. AuBerdem 
wurden von Tag zu Tag Bananen untersucht, die urspriinglich griin 
ins Laboratorium gekommen waren und ohne besondere Pflege dort zur 
Xeife gebracht wurden. Man erhielt derart die Méglichkeit, zwischen 
Bananen, welche unter giinstigsten Bedingungen gereift waren, und 
solchen, die unter weniger giinstigen Bedingungen reiften, zu ver- 
gleichen. 

Das Untersuchungsmaterial. Aus griinen, harten Bananen laBt sich un- 
schwer mittels einer geeigneten Obst- oder Beerenpresse (nach dem Prinzip 
eines umgekehrten Fleischwolfes arbeitend) PreBsaft fiir die pu-Messun- 
gen gewinnen. Das am hinteren Ende der Presse austretende, fast trockene 
Fruchtfleisch muB8 in Ausriihrungen mit reinstem Wasser untersucht werden, 
um festzustellen, ob zwischen Saft und Fleisch ein Unterschied der py-Werte 
besteht. Bei reifen Bananen ist man auf die ausschlieBliche Messung an 
Bananenbrei oder Verriihrungen des Fruchtfleisches mit reinstem Wasser 
angewiesen, da eine Saftgewinnung aus reifen Bananen selbst mit femsten 
PreBtiichern und groBen Drucken unerreichbar ist. Es ist indessen leicht. 
das Fleisch der reifen Banane durch mehrmaliges Durchtreiben durch ein 
feines Sieb in einen diinnfliissigen Brei zu verwandeln. Beziiglich der Ver- 
ainderung, welche die py-Werte durch langeres Verweilen des Untersuchungs- 
materials vor der Messung an der Luft erleiden kénnen, ist zu sagen, dab bei 
sehr langsamem Arbeiten (wie es praktisch bei Verwendung einer guten Obst- 
presse nicht vorkommt) eine Veranderung der py-Werte eintreten kann. 
Hingegen ist eine bei PreBsaften stets und bald eintretende Verfarbung 
ohne Bedeutung; jedenfalls ergeben die unter Stickstoff und bei Ver- 
wendung rostfreier Schalmesser hergestellten PreBsafte keme anderen 
pu-Werte als die ohne besondere VorsichtsmaBregeln gewonnenen Pref- 
sifte, trotzdem im ersteren Falle die Verfarbung weit geringer ist. 

Die Ergebnisse der py-Messungen sind in weitgehendem Grad von 
den verwendeten Elektroden abhangig. Die fiir Serienmessungen so 
geeignete und besonders fiir breiige und halbfeste Substrate so haufig 


verwendete Chinhydronelektrode erweist sich als vollkommen un- 
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brauchbar. Selten erhalt man einen festen Endwert, dauerndes ,,Wan.- 
dern‘‘ wahrend der Messungen ist eine normale Erscheinung, die auch 
durch Anwendung sehr groBer Chinhydronmengen nicht unterdriickt B 
werden kann. Abgesehen hiervon haben anderweitige Messungen 
ergeben, da schon die allerersten Werte grundsatzlich falsch, namlich 
zu hoch sind. Die Ursache fiir diese Erscheinung diirfte in einer enzy- 
matisch bedingten Verschiebung des Gleichgewichts Chinon: Hydro- 
chinon gelegen sein. — Die Messung mit der Antimonelektrode, bei 
welcher jedenfalls die mit der Anwendung von Wasserstoff verbundenen 





Unannehmlichkeiten (Schaumen usw.) vermieden werden k6énnten, 2 
fiihren ebenfalls nicht zum Ziel. Die Messungen mit der Pt-Wassersto//- 97 
elektrode ergeben keine befriedigenden Resultate. Ganz abgesehen von g 
dem starken Schaumen des Materials wihrend des Wasserstoffdurch- e 
gangs kommt es infolge Ausfallung von Kolloiden auf der Pt-Elektrode 

zu dauernder Elektrodenverschmutzung. Die erhaltenen Werte sind zu a 
hoch. Es scheinen sowohl EiweiBfehler wie Elektrodenvergiftung vor- Z 
zuliegen. AusschlieBlich die Messungen mit Glaselektroden fiihren zu I 
genauen Resultaten. Die Einstellung erfolgt schnell: die griindliche | 
Reinigung der Elektroden ist einfach. 

In nachstehender Tabelle I sind die jeweils an ein und demselben ; 
PreBsaft unreifer Bananen erhaltenen Werte bei Verwendung der vier 
genannten Elektrodenarten zusammengestellt. 

Tabelle I. 
Datum Chinhydron Antimon Pt-H, Glaselektrode 
( 


| 6.48 wandert 7,00 — ? 5,8—? 
21. V. 1937 ; 6,50 os 6,8 —? 5,4—? 
li 680 5 63 —? 5,8—? 


Verwendet wurden drei Bananen der namlichen Charge. 


In Tabelle IL sind die mit reifen Bananen erhaltenen Werte 
zugweise wiedergegeben. 


Tabelle II. 





Datum Chinhydron Antimon Pt-H, Glaselektrode 


| 5,45 wandert 5,6—? 4,75—4,90 
97. V.1937) 5,60 5,9—? 4,25 —4,50 
| 17 2 ® =| 65-2 | 4,20 kein Endpunkt 


* Bei Zugabe weiterer Mengen Chinhydron: 6,61, 6,55, 6,68 und erneutes Wandern. 


Verwendet wurden drei gereifte Bananen obiger Charge. 


Samtliche mit der Pt-H,-Elektrode erhaltenen Werte wurden erst 
nach etwa 2 Stunden konstant. 
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An einem Material von 1500 py-Bestimmungen wurden mit der 
Glaselektrode folgende Werte fiir vollkommen reife und fiir unreife 
Bananen gefunden: 

Tabelle III. 
Unreife Bananen: niedrigster Wert: pu 5,02 
héchster Wert: px 5,45 
Reife Bananen: niedrigster Wert: px 4,20 
héchster Wert: pu 4,75 

Unter unreif sind Bananen in jenem Zustand verstanden, in welchem 
sie sich am Tage der Ankunft per Boot in Oslo befanden. Als reif gelten 
Bananen mit vollkommen fleckenloser und gelber Schale mit ganz geringen 
griinen Spitzen. Bananen mit schwarzen Flecken sind von der Messung aus- 
geschaltet, da sie zumeist Zeichen der Uberreife (leichte Verfliissigung) 
zeigen und als mit Pilzen befallen angesehen wurden. 

Wie schon gesagt war es notwendig, neben dem PreBsaft auch die 
abgepreBte Fruchtfleischmasse zu untersuchen, welche zu diesem 
Zweck in aus Quarzapparatur destilliertem Wasser suspendiert wurde. 
Die bei verschiedenen Verdiinnungen erhaltenen Werte sind in Ta- 
belle [IV zusammengestellt. 

Tabelle IV. 





-reB- ref. so oa -reB- -reB- 
Pref Pref Verdiinnt Pref PreB 


saft kuchen saft kuchen Verdiinnt 


5,35 : Glaselektrode | 5,30 = 5,38 : Glaselektrode 


5,35 :2 5,38 


Da es zuweilen wiinschenswert sein kann, gréBbere Volumina eines 
PreBsaftes durch Verdiinnen zu erhalten, wurde PreBsaft in verschie- 
denen Verdiinnungen untersucht. Ergebnisse in Tabelle V. 


Tabelle V. 





Verdiinnung Pu Verdiinnung Pa 


5,22. Mit Glaselektrode 2: 5,32 Mit Glaselektrode 

5,29 : 5,38 

5,30 

Es wurden 10 derartige Verdiinnungsreihen ausgefiihrt, wobei stets 

ein schwaches Ansteigen des py-Wertes festgestellt wurde. Mit Riick- 
sicht auf die mechanische Empfindlichkeit der Glaselektroden wurden 
auch die Breie reifer Bananen in verschiedenen Verdiinnungen unter- 
sucht. Ergebnisse in Tabelle VI. 


Tabelle VI. 





Verdiinnung Pu Verdiinnung Pu 
4,60 Mit Glaselektrode : 4,59 Mit Glaselektrode 


4,60 78 4,56 
4,58 
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Das namliche Ergebnis wurde mit vier anderen Verdiinnungsreihen 
erhalten. Es diirfte somit statthaft sein, bei Messungen an reifen Ba 
nanenbreien in Verdiinnungen bis zu 1:3 herabzugehen; das Pufferungs- 
vermégen scheint hier besser zu sein wie bei den PreBsaiften, wo ver- 
mutlich ein Teil der puffernden Salze in dem Fruchtfleisch verblieben 
ist (siehe Tabelle LV). 

Trotz des groBen Zahlenmaterials leiden die Untersuchungen itiber 
die py-Werte unreifer und reifender Bananen an dem Fehler, da es 
nicht méglich ist, die py-Anderung in ein und derselben Frucht wahrend 
des ganzen Reifungsprozesses von Tag zu Tag zu verfolgen. Der Verlauf 


der py-Anderung wahrend des Reifens geht aus der nachstehenden 


Kurve in Abb. 1 hervor; die einzelnen 





Punkte entsprechen den py-Werten je 
einer Banane aus einer Reifungscharge 
von 6 Stiick. 

Die Kohlensdureentwicklung reifender 
Bananen. Die Kohlensaureausscheidung 
der reifenden Banane ist ein Ausdruck 
des Reifungsprozesses. 











Zur Bestimmung der wihrend der Rei- 
fung von Tag zu Tag ausgeschiedenen 
Kohlenséuremenge wurden die Bananen in 
Glaskammern aufgehdngt (zur Vermeidung 
von Druckpunkten), die sich in einem Luftthermostaten von + 20°C 
befanden; gréBte Temperaturveranderung +- 0,25°C. Die Beliiftung er 
folgte mittels Wasserstrahlpumpen, die aus einem etwa 3 m héher gelegenen 
Behalter gespeist wurden, wodurch, unabhangig vom Leitungsdruck, eine 
gleichmaBige Saugwirkung erzielt wird. Jede Versuchsserie bestand aus 
drei Kammern, Vor dem Eintritt in die Kammer passierte die Luft 
zuerst eine mit 30° iger NaOH  gefiillte Spiralwaschflasche und dann 
eine mit Wasser gefiillte gew6hnliche Gaswaschflasche. Zu jeder Versuchs- 
serie gehért auBerdem noch ein ,,Leerversuch**, bestehend aus einer Spiral- 
waschflasche mit Natronlauge und Gaswaschflasche mit Wasser sowie eine: 
Spiralwaschflasche mit Ba(OH),-Lauge zur Bestimmung eventuell durch- 
gelassener Kohlenséure in der angesaugten Luft. Die in den mit Ba(OH), 
Lauge beschickten Spiralwaschflaschen aufgefangene Kohlensaure wird 
durch Riicktitration des nicht verbrauchten Bariumhydroxyds mit n/10 
HCl in der Kalte mit Phenolphthalein als Indikator unter Zusatz von Koch- 
salz bestimmt. Die Bestimmungen erfolgen im Abstand von je 24 Stunden. 
Bei der Berechnung der pro 100 g Banane ausgeschiedenen Kohlensaure ist 
das am Ende des Versuchs ermittelte Gewicht (,,SchluBgewicht‘') der 
Banane zugrunde gelegt. Wahrend der Reife verlieren Bananen, die sich 
nicht in durch besondere Vorkehrungen feucht gehaltener Luft befinden, 
etwa 1,9g pro Tag pro 100g ganze Banane. Aus diesem Grunde ist die 
bereits genannte Gaswaschflasche mit Wasser eingeschaltet worden; bei 
den im Versuch vorliegenden Bedingungen ist der Schwund sehr geringz, 
insgesamt 1 bis 1'/,g wahrend 12 Tagen bei einem Gewicht der Banane 
von etwa 150 g. Mit Riicksicht auf den zuweilen trotz vorheriger Reinigung 


Abb. 1. 





Zur Kenntnis der Reifungsvorgainge bei der Banane. 


mit Desinfizientien eintretenden Pilzbefall der Schale (an den Spitzen) 
mubBte eine gréBere Anzahl Versuche wiederholt werden, um Werte zu er- 
halten, welche nicht durch die Kohlensaéureentwicklung der Pilze gefalseht 
worden waren. 

Insgesamt sind 45 ,,pilzfreie‘’ Versuchsserien mit je 3 Kammern 
durchgefiihrt worden. Das Ergebnis, welches bei 40 Serien vollkommen 
iibereinstimmend war, ist aus der Kurve I in Abb. 2 ersichtlich. 

Hier ist auf der Abszisse die Zeit in Perioden (I, Il usw.) zu je 
24 Stunden eingetragen, wahrend auf der Ordinate die wahrend der 
zugehérigen Periode ausgeschiedene Kohlenséuremenge in ccm, be- 
rechnet per 100 g und per | Stunde, eingetragen ist. (Stundendurch- 
schnitt in cem CO, bei 760 mm 
und 273,2° abs. Temp.). Kurve II |_— fohlenstiureausschedung | 
gibt den Verlauf der Gesamt- | | evenderbananen | | | 
kohlensdureausscheidung wieder. We we we 
Die wahrend 288 Stunden aus- ee ee 
geschiedene Kohlensaure  belauft 
sich auf etwa 1400 cem per 100 ¢ 
Frucht (mit Schale). Neben dem 
in Kurve I ausgedriickten Verlauf 
wurde bei 5 Serien ein etwas an- 
ders gearteter Verlauf festgestellt ; 
dieser ist in Kurve II] wieder- 
gegeben. Die hier wahrend 
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bis 1210 cem der Versuche aus Abb. 2. 


Kurve I. Da das Material im Hinblick auf Zeitpunkt der Ernte 
und klimatische Verhaltnisse nicht einheitlich ist, ist die Ursache des 
Unterschiedes vielleicht in diesen Faktoren zu suchen. 

Samtliche zu den Versuchen verwendeten Bananen wurden vor 
Versuchsbeginn etwa 10 Minuten in 3°/9-Chloraminlésung eingelegt, 
um Pilze und Pilzsporen méglichst abzutéten. Nicht immer ist hier- 
durch ein Pilzbefall unterdriickt worden, wodurch eine Falschung der 
CO.-Werte eintritt. Von dem Einlegen in Toluol, Sublimat!, Alko- 
hol u. . wurde mit Riicksicht auf das Eindringen dieser Stoffe in die 
Schale und eventuelle Schadigung der Enzyme Abstand genommen. — 
Vor und nach dem Versuche wurden die Bananen gewogen. Nach 
VersuchsabschluB wurde das py bestimmt und der Zuckergehalt der 


! Bei langerem Verweilen in 0,1 %igem Sublimat kann sogar Schwarzung 
des Fleisches beobachtet werden. 


S 


CO, 


0 


/ 


[cem Gesamtausscheidung je 100g Fruch 











C0, [ccm/700q je St] 


asa 


238 kK. Wiilfert: 


Banane ermittelt. Die gefundenen Werte schwanken innerhab jener 
Werte, welche man auch sonst fiir reife Bananen findet : 
Glucose; 2 bis 4°, Fructose: 1,5 bis 2.8%, Saccharose: 10 bis 12°,!, 
Um zu untersuchen, ob unter Umstanden eine gewisse anaerobe 
Kohlensaéurebildung vorhanden ist, wurden Versuche mit Stickstoff. 
beliiftung unter gleichzeitiger Kohlensaurebestimmung ausgefiihrt 
Unabhangig von dem geringen und schwankenden Sauerstoffgehalt des 
verwendeten Bombenstickstoffes (2 bis 
3°) und unabhangig von der Entfernuny 
| dieser Sauerstoffreste durch Uberleiten 
Stok stoffbeliflung iiber gliihende Kupferspine wurde stets 
Abluolsusats eine geringe Kohlensdureentwicklung ve. 








I a WV WT Wu vuPerode funden, deren Verlauf aus Abb. 3 hervor- 

Abe. 3. geht. Eine Reifung der Friichte trat nicht 

ein. Die Schale verblieb griin, das Frucht- 

fleisch hart und der Geschmack zusammenziehend. Die Analyse er- 

gab in 20 Fallen die fiir griine, unreife Bananen bekannten Werte fiir 

Gesamtzucker und Starke. (Starke: 15 bis 16°,, Gesamtzucker: 0.3 
bis 0,7 %.) 

Die pro 100g wahrend 264 Stunden ausgeschiedene Kohlensaure 
betrug 230 bis 250 ccm. 

Mit Riicksicht auf die spiter noch zu besprechenden Versuche 
an entschalten und an verriebenen Bananen und deren Sterilhaltung 
wurden auch einige Versuche mit Toluol ausgefiihrt, welches der durch- 
gesaugten Luft zugefiigt wurde. Dies geschieht durch Zugabe von 
Toluol zu der mit Wasser gefiillten Gaswaschflasche. In Abb. 3 ist die 
Kurve II der Kohlensdiureausscheidung bei Toluolzugabe eingetragen. 
Wie man sieht, kommt es zu einer fast vollkommenen Unterbindung 
der Kohlensaéureentwicklung und Reife. Die gesamte Kohlensdure- 
ausscheidung betrug 45 bis 50 cem CO, pro 100g wahrend 5 Tagen. 
Die Analyse ergibt das Vorhandensein von groBen Mengen Starke: 
15.3%. Zucker insgesamt: 0,8 °% ?. 

Um den EinfluB der Schale auf den ReifungsprozeB zu studieren, 
wurden Beliiftungsversuche mit entschalten Bananen ausgefiihrt. Da 
es praktisch unméglich ist, entschalte ganze Bananen steril zu erhalten, 
wurde zuerst versucht, durch vorheriges Einlegen in Desinfizientien 
einen Pilzbefall zu verhindern. Dies gelingt nicht mit Sicherheit, wenn 
man nicht zugleich derart arbeitet, daB die enzymatischen Prozesse 
vermutlich auch bereits geschadigt werden. Ein Versuch mit Toluol. 


1 Die Werte beziehen sich auf das Fruchtfleisch und stellen den Durch- 
schnitt von 120 analysierten Friichten dar. — * Durchschnitt aus zehn 
Analysen. 
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welches wie oben der Luft beigemengt wurde, ergab bei der Beliiftung 
der entschalten Friichte die namlichen niedrigen CO.-Werte wie die 
oben angefiihrten Versuche bei Friichten mit Schale. 

SchlieBlich erwies sich eine Methode! als brauchbar, bei welcher 
aus dem Innern der griinen Bananen Stiicke steril entnommen und zu 
den Versuchen verwendet wurden. An Stelle der Glaskammern tritt 
ein GlasgefaB von nachstehend wiedergegebener Form (Abb. 4). 

Auf dem Boden des GefaBes wird ein steriler feuchter Wattebausch 
angebracht. Mehrere solcher ,,Kleinkammern‘** werden gemeinsam durch 
einen Beliiftungsmotor (Aquariumsmotor) beliiftet, wobei die durch- 
geblasene Luft vor dem Eintreten in die Kammern zuerst 
eine Effektgaswaschflasche 169 G1* mit 380°,iger NaOQH- = 27cme 
Lésung passiert und dann eine mit Wasser gefiillte Gas- T — 
waschflasche 83 G1. [Diese letztere Gaswaschflasche wird mit 
Inhalt und zugehérigen Verbindungsteilen (Schlauchen usw.) 
dureh Auskochen sterilisiert.]| Die derart mit Feuchtigkeit 
beladene Luft ist feucht genug, um ein Schrumpfen der 
infolge Schalenlosigkeit gegen jeden Feuchtigkeitsverlust 
schutzlosen Fruchtfleischstiicke vollkommen zu verhindern. | 
Die Absorption der Kohlenséure erfolgt auch hier mittels | U 


Ba(OH),-Lauge, jedoch in Gaswaschflaschen 83 G 1, da bei Lea 
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der groBen Geschwindigkeit, mit welcher die Pumpen- £ 
beliiftung arbeitet (105 bis 110 Liter Luft pro Stunde), i 
Spiralgaswaschflaschen unzureichend sind. Die ausgeschie- 
dene Kohlensaéure wurde unter Zugrundelegung des Schluf- 
gewichtes der Fruchtfleischstiicke auf 100 g umgerechnet, da sich ein Wiegen 
dieser Stiicke vor Versuchsbeginn wegen der Infektionsgefahr verbietet. 
AuBerdem ergaben Kontrollversuche, da® unter den angegebenen Ver- 
suchsbedingungen kein Gewichtsverlust wahrend der Beliiftung eintritt. 


2 


Abb. 4. 


Die Entnahme der Stiicke geschieht in folgender Weise: Die griine Frucht 
wird in passender Entfernung von einer Spitze mit einem Messer geképft 
und ein scharfer Korkbohrer passender Weite vorsichtig so tief wie méglich 
in das Bananenfleisch eingedreht, ohne durch die Banane hindurchzustoben. 
Man verschlieBt die obere Offnung des Korkbohrers und zieht diesen mit 
einem kurzen Ruck etwas hoch, wobei das ausgebohrte Stiick am Boden 
abreiBt und mit dem Korkbohrer zusammen herausgezogen werden kann. 
In den Korkbohrer wird ein passender Glasstab eingeschoben und das 
Fruchtfleischstiick vorsichtig etwa 1 bis 2mm lang herausgeschoben. 
Das herausstehende Ende wird abgeschnitten und der Korkbohrer in die 
Offnung des BeliiftungsgefiBes eingefiihrt, das Stiick bis auf einen kleinen 
Rest herausgeschoben und vom Rest durch Abschneiden getrennt. Sobald 
das BeliiftungsgefaB, welches etwa 25 g Fruchtfleisch faBt, gefiillt ist, wird 
die Offnung mit einem einfach durchbohrten Gummipfropfen mit Glasrohr 
verschlossen. Alle verwendeten Gerite miissen sterilisiert sein, ebenso die 
Verbindungsteile (Gummipfropfen, Glasréhren usw.). Mit Riicksicht auf 
die Temperaturempfindlichkeit der Enzyme diirfen die (durch Ausgliihen) 


1 Fiir die Anregung danke ich Dr. phil. Per Scholander. —- * Hier wie 


im folgenden sind die von der Firma Schott u. Genossen, Jena, verwen- 
deten Kennnummern ihrer Filter- und Absorptionsgerite verwendet. 
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sterilisierten Metallteile (Korkbohrer usw.) nur in geniigend abgekiihitem 
Zustand verwendet werden. 

Die derart erhaltenen CO,-Werte sind in Abb. 5a bis 5c wieder. 
gegeben. Wie man sieht, erhalt man eine ziemlich gleichmaBbig ver- 
laufende Kurve ohne Anstieg. Die eingetragenen Werte sind unter 
Zugrundelegung des SchluBgewichts auf 100 g umgerechnet, da sich ein 
Feuchtigkeitsschwund nicht hat nachweisen lassen. Bei den derart 
ausgefiihrten Versuchen ist ein Pilzbefall nicht aufgetreten. 
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Wahrend des Versuchs trat eine geringe Verfarbung ein. Nach 
AbschluB des Versuchs wurden die Stiicke auf ihren Zucker- und Starke- 
gehalt untersucht. Der Zuckergehalt lag bei zehn Versuchen zwischen 
0,2 und 1,0% reduzierende Zucker; der Saccharosegehalt betrug 0,06 
bis 1% des Fruchtfleisches. Die vorhandene Starke lag bei 16 bis 18° 
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Die Konsistenz des Fruchtfleisches war zwischen jener von unreifen 
und reifen Bananen. Das py hingegen war gleich dem Wert reifer 
Bananen. Das Innere war leicht gelblich, der Gerbsaiuregeschmack 
war verschwunden. Bei einer ohne Beliiftung angestellten Kontroll- 
serie ergab sich, daB die Kohlensaéurebildung bei Unterbrechen der 
Beliiftung sofort aufhért. 

Die Zuckerbestimmung erfolgte sowohl hier wie sonst in dieser Arbeit 
dureh Auskochen der zerfaserten Fruchtfleischstiicke mit 80°,igem Alkohol 
nach vorherigem kurzen Aufkochen in 96° igem Alkohol (nach Bourdouil 
zur Abtétung der Enzyme), Aufnehmen des Destillationsriickstandes in 
Wasser, Entfirben mittels Bleizucker und Natriumphosphat und Titration 
nach Bertrand oder nach Willstdtier-Schudel-Kolthoff. Im letzteren Falle 
wurde nur die Glucose bestimmt. Diese schien in ungefahr gleicher Menge 
wie Fructose vorzuliegen. Die Saccharosebestimmung geschah durch 
Berechnung der nach Bertrand gefundenen Werte vor und nach Inversion 
mit einem Invertasepriparat (Invertin ,,Merck*'). Die Starke wurde nach 
Fellenberg (8) gravimetrisch bestimmt. — Die Methode von Willstitter- 
Schudel, welche urspriinglich fiir Mengen von 9 bis 110 mg ausgearbeitet ist, 
laBt sich unter Beibehaltung des gegenseitigen Verhaltnisses der Fliissig- 


keitsvolumina leicht auf Werte von 900 bis 9000 y anwenden: 2,5 cem 


n/10 Jodlésung, 3cem n/10 KOH und Titration nach 3 bis 10 Minuten 
mittels n/10 Thiosulfatlésung; 1 cem Thiosulfat entspricht 900 y Glucose. 
Bei Werten iiber 7,5 mg erhalt man erst nach 10 Minuten Stehen mit Jod- 
l6sung richtige Werte. 

Nach R. Gane (9) soll bei entschalten Bananen eine Reifung ein- 
treten: ,,... ripening was not completed because the tissue became 
rotten.“* Die von ihm mitgeteilte CO,-Kurve diirfte auf sekundire 
Einfliisse zuriickzufiihren sein. Eine solche Kurve oder Reifung ist 
bei den sterilen Fruchtfleischstiicken dieser Arbeit nicht beobachtet 
worden. Anderseits sind haufig in dieser Arbeit bei Versuchen mit 
ganzen entschalten Bananen, die sich bald als infiziert erwiesen, ahnliche 
Kurven wie bei Gane beobachtet worden (Abb. 5b, 5c). Ubrigens 
zeigte eine Analyse dieser ganzen Bananen ebenfalls die fast véllige 
Abwesenheit von reduzierenden Zuckern oder Saccharose und das Vor- 
handensein reichlicher Mengen Starke. Zucker insgesamt: 0,6 bis 0,8 °), 
Starke: 14 bis 15%. 

Da aus diesen Versuchen zu folgen schien, daB das Vorhandensein 
der Schale eine Notwendigkeit fiir den ReifungsprozeB ist, wurden Ver- 
suche ausgefiihrt, um zu untersuchen, welche Rolle die Bindungsform 
der Schale an das Fleisch spielt. Zu diesem Zwecke wurden Beliiftungs- 
versuche mit Suspensionen von fein zerriebenen griinen Bananen mit 
Schale (ohne vorherige Trennung der Schale vom Fleisch) durchgefiihrt. 
Derartige Suspensionen bediirfen einer kraftigen Beliiftung, um die 
suspendierte Masse am Absitzen zu verhindern und um eine kraftige 
Durchliiftung zu sichern. Aus diesem Grunde ist bei diesen Versuchen 
die Beliiftung mittels eines Beliiftungsmotors (Sonja-Bato 11) erfolgt. 
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Die ausgeblasene Kohlensaure wird auch hier in Ba(OH). in Gaswasch- 
flaschen 83 G1 aufgefangen, wahrend die Suspensionen sich in Gas- 
waschflaschen 101la G1 befinden. Im Abstand von 24 Stunden wurde die 
Kohlensaureausscheidung bestimmt und taglich Proben zur Zucker- 
bestimmung entnommen. Da bei der Beliiftung solcher Suspensionen 
sehr bald eine Auswaschung der Starke eintritt, und da die Starke sich 
bei Unterbrechung der Beliiftung sofort absetzt, muBte von Starke- 
bestimmungen abgesehen werden. Die gréBte Schwierigkeit bei der 
Arbeit mit derartigen Suspensionen liegt jedoch in ihrer Freihaltung 
von Pilzen baw. der Unterdriickung des Pilzwachstums durch Zusitze, 
ohne daB die enzymatischen Pro- 
zesse geschadigt werden; eine ste- 
rile Bereitung von Suspensionen, 
wodurch die Notwendigkeit von 
Zusitzen wegfallen wiirde, ist bis- 
her nicht gelungen. Als Zusitze 
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Abb. 6a. 








wurden folgende Substanzen versucht: Toluol, Trikresol (0,2 bis 0,3 °,), 
Rivanol (0,1 °°), Zephirol (0,5 bis 1°), Chloramin (0,3 °%) und Sublimat 
(0,1°%). Uber die eventuelle Schadigung des in der Banane vorliegenden 
Enzymkomplexes durch diese Stoffe ist wenig im Schrifttum zu finden. 

Gemeinsam fiir alle Beliiftungsversuche, sowohl bei Verwendung 
von Zusitzen wie ohne Zusitze, ist der starke Fall der Kurven von 
der ersten zur zweiten Periode (Abb. 6a, 6b, 7). Die im Laufe der 
ersten 24 Stunden ausgeblasene Kohlensaure diirfte zum gréBeren Teil 
aus Kohlensiure bestehen, welche bereits vor Beginn des Versuches 
in dem Gewebe gelést vorhanden war (10) praeformierte Kohlen- 
siure; der kleinere Teil nur ist als durch direkte Atmung wahrend 
der ersten Periode entstanden anzusehen. (Bei stark infizierten Ver- 
suchsansétzen ohne Zusitze kann der genannte Abfall vollkommen 
durch momentan einsetzende Garung tiberdeckt werden — Kurve III 
in Abb. 7.) Bei Verwendung von Chloramin (0,3 °), Zephirol (1°) und 
Rivanol (0,1°,) kommt es nach einigen Tagen zu einem Anstieg der 
Kurven und wenig spater werden Pilzkolonien sichtbar (Abb. 6a und 6b). 

Toluol und Trikresol gelten im Schrifttum im allgemeinen als 
unschadlich fiir Enzyme bzw. Enzymzubereitungen. Sofern die Kon 
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zentration des zugesetzten Toluols oder Trikresols sinkt, tritt schnell 
eine starke CO,-Ausscheidung auf bald werden Pilzkolonien sicht- 
bar —, welche bei erneutem Zusatz herabgedriickt wird. Bei 
Rivanol (1°/99) kommt es bald zu einer Absorption des Stoffes an die 
Bananenfleischteile, womit die eventuelle keimtétende Wirkung er- 
lischt. Weder 0,5°, noch 1°, Zephirollésungen vermégen Pilzwachstum 
mit Sicherheit zu unterdriicken. 0,3° Chloramin ist selten langer als 
72 Stunden wirksam. Bei Suspensionen in 0,1°, Sublimat treten Er- 
scheinungen auf, welche auf Metallvergiftung der Enzyme schlieBen 
lassen. In allen vorliegenden Fallen wurden 50 g mit Schale verriebener 
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Abb. 7. 





Bananen in 200 ccm Suspensionsmittel suspensiert, in welchem die 
Zusaitze (mit Ausnahme von Toluol) direkt gelést waren. Toluol wurde 
auf die wasserige Suspension reichlich aufgegossen. 


Die Ester der Ortho-oxy-benzoesaure (,,Nipa‘’) werden in schwacher 
Konzentration als fiir Enzyme unschadlich angesehen (11, 12). Es sind 
daher Versuche mit Suspensionen von 50g verriebenen Bananen in 
250 ccm einer wasserigen Lésung von 0,2°, Nipagin M + 0,003°, Ni- 
pasol M ausgefiithrt worden. Der Verlauf der Kohlensdureausscheidung 
geht aus Abb. 7 hervor. Um einen Einblick in die etwaige Enzym- 
schadlichkeit dieser Lésung zu erhalten, wurden zuerst PreBsafte von 
griinen Bananen hergestellt, ihr Enzymgehalt untersucht und die Preb- 
sifte dann mit obiger Lésung auf das Doppelte verdiinnt. Als Kontrolle 
diente der Gehalt an Invertase, gemessen an der Inversion von Rohr- 
zuckerlésungen und der Gehalt von Phosphatase, gemessen an der 
Spaltung von Glycerinphosphorsaéure, vor und nach Verdiinnung. Eine 
Unterdriickung der Enzymwirkung lieB sich nicht nachweisen. Ferner- 
hin wurden griine Bananen in schon beschriebener Weise ausgebohrt, 
das entstandene Loch mit vorstehend genannter Lésung fast gefiillt 
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und die Offnung schlieBlich mit fliissigem Paraffin verschlossen 
Diese Bananen reiften innerhalb der namlichen Zeit wie gewéhnliche 
Kontrollbananen. In der Lésung konnten sehr bald reduzierende Zucker 
und Enzyme nachgewiesen werden, welche also ihre Wirksamkeit er- 
halten zu haben schienen. Uber eine etwaige Einwanderung der Ortho- 
oxy-benzoeséureester in das Fleisch der griinen Banane besagen diese 
Versuche jedoch nichts. Andererseits wiirde eine wirkliche Schadiguny 
der Reifungsprozesse sich doch wohl in einem Ausbleiben der Reifung 
in den um die Offnung liegenden Teilen bemerkbar gemacht haben. 
Jedoch war hiervon nichts zu bemerken. Wie man fernerhin aus den 
zwei Kurven der Abb.7 sieht, liegt die Kohlensaiureausscheidung der 
Suspensionen bei Zusatz von Toluol nahe bei der, welche man bei Zu- 
gabe von ,,Nipa‘*-Estern erhalt. Dies kénnte darauf schlieBen lassen, 
daB in Suspensionen die Wirkung der Nipasubstanzen gleich der des 
Toluols ist, von dem ja bei sehr vielen Fallen der enzymatischen Chemie 
bekannt ist, daB seine Gegenwart die Tatigkeit der Enzyme in Suspen- 
sionen und Lésungen nicht schaédigt. Wie man sieht ist die Kohlen- 
sdiureausscheidung dieser beliifteten Suspensionen, sowohl bei Zusatz 
von Toluol und Trikresol wie bei Zugabe von ,,Nipa‘‘, weit niedriger 
als jene von ganzen Bananen; sie liegt auch niedriger als die Kohlen- 
siureausscheidung steril entnommener Fruchtfleischstiicke. Anderer- 
seits ist sie deutlich héher als die Kohlenséureausscheidung von sowohl! 
ganzen wie entschalten Bananen, welche mit toluolhaltiger Luft be- 
liiftet werden. Ein Widerspruch ist hierin jedoch kaum zu sehen, da in 
letzterem Fall der Sauerstoff auf einen geschlossenen Zellverband 
trifft, bei dem unter Umstanden die auBersten Schichten schnell ver- 
aindert werden. Es sei hier jedoch bemerkt, daB bei einigen Beliiftungs- 
versuchen an sowohl ganzen wie entschalten Bananen nach dreimal 
24 Stunden die Friichte der Lange nach gespalten wurden, ohne dab 
diese BloBlegung neuer Schichten imstande war, die Kohlensaiureaus- 
scheidung im Sinne einer Steigerung zu beeinflussen (Abb. 2, IIL und 
Abb. 5c). — Es ist wohl iiberhaupt nicht angangig, die Kohlensaure- 
ausscheidung von Suspensionen direkt mit jener von ganzen, unbe- 
schadigten Zellverbanden zu vergleichen. 

Es sind auch eine Reihe Beliiftungsversuche von schalenlosen 
Fruchtfleischsuspensionen unter Zusatz von Toluol, Trikresol und 
,,Nipa‘‘ durchgefiihrt worden, die hinsichtlich Kohlenséureausscheidung 
und Zuckerbildung dieselben Ergebnisse wie bei Suspensionen mit 
Fruchtfleisch und Schale ergaben. — Unter diesen Umstanden darf 
man wohl annehmen, daB die bei Zusatz von Toluol oder von Nipa- 
estern beobachtete Kohlensaéureausscheidung der Suspensionen fiir diese 
typisch ist und nicht durch den oder die Zusatze als solche bedingt ist. 

Die taglich auspipettierten und durch Zentrifugieren geklarten 
Proben zeigten sehr niedrige Zuckerwerte, entsprechend den Zucker- 
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werten unreifer, griiner Bananen; die Werte veranderten sich wahrend 
der Dauer der Versuche nur wenig. Das nimliche wurde iibrigens auch 
bei jenen Beliiftungsansatzen beobachtet, welche ohne Zusitze beliiftet 
wurden und Pilzbefall aufwiesen. Die hier gemachten Erfahrungen 
decken sich mit den Angaben Bourdouils (13), wonach es nicht gelang, 
den Brei unreifer Bananen zur Reife in vitro zu bringen. In der dies- 
beziiglichen Arbeit fehlen jedoch alle Angaben tiber Beliiftung u. a. 
Fernerhin konnte die ebenda gemachte Mitteilung bestatigt werden, 
wonach die in den PreBsaften griiner Bananen vorhandenen Enzyme 
nicht imstande sind, Bananenstirke oder andere Starke in Zucker zu 
verwandeln. Alle diesbeziiglichen Versuche mit Beliiftung von sterilen 
Starkelésungen oder Starkeaufschlemmungen unter Zusatz von Preb- 
siften, welche durch Bakterienfilter (G5 auf 3) gegangen waren oder 
,.Nipazusatze’* enthielten oder mit Toluol versetzt waren, fielen nega- 
tiv aus. 

AbschlieBend sollen kurz einige Versuche erwahnt werden, welche 
ausgefiihrt wurden, um festzustellen, inwieweit beim Reifen in der 
Frucht Diffusionsvorgange eine Rolle spielen kénnten. Zu diesem Zweck 
wurden in griine Bananen, die kurz unter einer Spitze abgeschnitten 
waren, sterile Glasréhren passender Weite eingefiihrt und in der Frucht 
belassen. Sobald die Bananen gereift waren, wurden die Friichte ge- 
spalten und die Glasréhren mit Inhalt untersucht. Die im untersten 
Rohrteil sitzende Schicht war gereift, wahrend der grébte Teil des 
Rohrinhaltes hart, unreif und zuckerarm verblieben war. In einer 
anderen Serie wurde, wie schon beschrieben, ein Korkbohrer eingefiihrt 
und dann vorsichtig wieder entfernt. Der Zwischenraum zwischen 
Frucht und ausgestochenem Teil fiillt sich mit Fruchtsaft und sowohl 
die Frucht wie der ausgestochene Teil reifen zusammen. Dasselbe ist 
der Fall, wenn der ausgebohrte Teil durch kurzes scharfes Hochziehen 
des Korkbohrers auch vom Boden abgetrennt wird, aber dann weiterhin 
in der Frucht verbleibt. (Herausnehmen des Korkbohrers unter gleich- 
zeitigem Einfiihren eines Glasstabes in den Korkbohrer.) Es ist ein 
Charakteristikum der Banane, daB bei Entfernung der Schale eine 
Vernarbung und Verhornung der beschadigten Stelle eintritt, voraus- 
gesetzt, daB die Frucht sich in einer nicht mit Wasserdampf gesattigten 
Atmosphire befindet. Ist letzteres der Fall, so tritt sehr bald Pilz- 
wachstum an der geschidigten Stelle auf, welches aber in gew6éhn- 
licher, trockener Luft vollkommen unterbleibt. Griine unreife Bananen, 


welche der Lange nach oder diagonal oder quer gespalten werden, 
reifen unter der Narbe vollstandig. Uberschreiten die Schalenverluste 


gewisse Grenzen, so tritt vorwiegend Austrocknung ein, sofern die 
Atmosphare nicht extra feucht gehalten wird. Eine Zuckerbildung 
in diesen schnell ausgetrockneten oder austrocknenden Bananen- 
schnitzeln (mit Schalenresten) lieB sich nicht nachweisen. 
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Zusammenfassung. 

1. Die Veranderung der py-Werte reifender Bananen wurde be 
stimmt und eine leichte Verschiebung in das sauere Gebiet gefunden. 

2. Die Kohlensdureausscheidung reifender Bananen mit Schale 
wurde unter verschiedenen Bedingungen gemessen. 

3. Die Kohlensaureausscheidung entschalter und steril erhaltener 
Bananenstiicke wurde gemessen. Eine Reifung konnte nicht festgestellt 
werden. Eine Uberfiihrung der Bananenstirke in Zucker war nicht 
nachweisbar. 

4. Es wurden Bananensuspensionen beliiftet und verschiedene 
Zusaitze zur Keimfreihaltung untersucht. Die Kohlenséiureausscheidung 
war gering. Eine Zuckerbildung war nicht nachweisbar. Es_ wird 
angenommen, da das Resultat nicht eine Folge des verwendeten 
Zusatzes ist. 

5. Verfasser nimmt an, daB die Reifung nur erfolgen kann, wenn 
die Schale mit dem Fruchtfleisch derart verbunden ist, daB der zur 
Reifung notwendige Sauerstoff nicht in Beriihrung mit dem Frucht- 
fleisch kommen kann. Das gleichzeitige Vorhandensein von Schale 


und Fruchtfleisch ist an und fiir sich nicht hinreichend, um bei Gegen- 
wart von Sauerstoff einen ReifungsprozeB zu erméglichen. PreBsifte 


griiner Bananen sind wirkungslos auf sowohl Bananenstarke wie andere 
Starkearten. Beliiftung derartiger Versuchsansatze ist ohne Wirkung 


Die Arbeit ist durch mehrmalige Zuwendungen aus den Mitteln von 
..Fridtjof Nansens Fond til Videnskapens Fremme og de dermed forbundne 
Fonds** erméglicht worden, wofiir hier aufrichtig gedankt sei. Dem Leite! 
des Pharmakologischen Instituts der Universitat Oslo, Herrn Professo1 
Dr. med. Klaus Hansen wird fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes 
gedankt. 
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Cher die Durchlissigkeit von Membranen 
fiir Caleiumsalze. 
Von 
A. Nagaraja Rao, Indien. 


(Eingegangen am 31. Mai 1939.) 


In der therapeutischen Praxis wird oft beobachtet, dab’ grobe 
Calciummengen, die dem tierischen Organismus in Form verschiedener 
Salze zugefiihrt wurden, unverindert ausgeschieden werden, obwoh| 
im Organismus Calciummangel festzustellen ist. Es wurde aber auch 
iiber einige wenige Fille berichtet, in denen der Organismus auf die 
Behandlung ansprach, doch konnten diese Fille natiirlich nicht naher 
untersucht werden. Abgesehen von der groBen Zahl von Faktoren, 
welche das Calciumgleichgewicht beeinflussen, verlangt die ganze 
Calciumtherapie eine intensive Erforschung, besonders im Hinblick 
auf die Krankheiten, welche auf Calciummangel zuriickzufiihren sind, 
wie Rachitis, Osteomalacie und Calcium-Tetanie. 

Zur Erklirung der pharmakologischen und toxikologischen Vor- 
ginge hat Ehrlichs Seitenkettentheorie zwar ausgedehnte Anwendung 
gefunden, wurde aber doch nicht allgemein angenommen. Besonders 
I. Traube und Mitarbeiter (1) haben behauptet, daB nur eine kolloid- 
oder physikalisch-chemische Theorie in der Lage sei, diese Vorgange 
zufriedenstellend zu erkliren. Eine kritische, auf kolloid- oder physi- 
kalisch-chemischen Betrachtungen aufgebaute Theorie miiBte es uns 
ermoglichen, die Schwierigkeiten zu erkliren und zu _ tiberwinden, 
die bei der Calciumaufnahme durch tierische Organismen bestehen. 
Traube schreibt den Nichtdurchtritt einer Lésung durch eine Membran 
im allgemeinen der ,,Haftintensitat’’ zwischen den Molekiilen von 
Lésung und Lésungsmittel zu, welche allein die gelésten Molekiile 
zuriickhalten soll. Nach seiner Meinung wird das Durchgangsvermégen 
allein durch die Oberflachenspannungen der Fliissigkeiten auf beiden 
Seiten der Membran bestimmt, die als direktes Ma fiir die Haftintensitat 
betrachtet werden. Die Brauchbarkeit und die Anwendungsmédglich- 
keiten dieser und vieler anderer gebrauchlicher Theorien sind vom 
Verfasser bereits zum Teil in einer vorhergehenden Arbeit (2) diskutiert 
worden, zum Teil in einer anderen, die demnachst veréffentlicht werden 
soll (3). Es kann daher hier nicht auf weitere Einzelheiten eingegangen 
werden. 

In der Praxis der Calciumbehandlung werden dem Organismus 
stets nur bestimmte Calciumsalze — Chlorid, Lactat, Gluconat oder 
Hypophosphit — zugefiihrt. Die Tatsache, daB die Anionen selbst 
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eine eigene pharmakologische Wirkung im Organismus entfalten, kann 
nicht bestritten werden, wenn auch die Frage, ob und welche Rolle 
sie bei der Calciumaufnahme spielen, noch weiter erforscht werden 
muB. Es ist nicht unwahrscheinlich, daB die verschiedenartigen 
Wirkungen (auch wenn sie nur schwach sind) dieser Salze auf die Ober- 


flachenspannung des Wassers, der verschiedenartige LIonisationsgrad 


und die verschiedenen Affinitaéten zwischen den Saéuren und der Base 
auch Assimilationsunterschiede bei den verschiedenen Calciumsalzen be- 
dingen. DaB diese lonen in Calciumverbindungen ihre eigene spezifische 
Wirkung auf die Resorption von Calcium durch eine Membran ausiiben, 
ist vom physikalisch-chemischen Standpunkt aus sehr interessant. 

Von einer anderen Seite her wurde diese Frage durch Kofler und 
Mitarbeiter (4) bearbeitet, wobei in ausgedehnten Kleintierversuchen 
an Mausen und Fréschen der Einflu8 von Saponin auf die Calcium- 
und Magnesiumresorption gepriift wurde. Berger, Trooper und Fischer (5) 
haben auch bei mehreren Personen, denen 5 g Calciumlactat zusammen 
mit kleinen Saponinmengen verabfolgt wurde, einen einige Stunden 
dauernden Anstieg des Serumcalciumanteils um 42°, gegeniiber dem 
nur mit Calciumlactat allein erhaltenen Wert festgestellt. Dies ent- 
spricht den allgemeineren Erfahrungen Koflers iiber die Erhéhung der 
Resorption von Magnesiumsalzen und Alkaloiden. 

Traube und Mitarbeiter (6) und andere (7) konnten auch eine er- 
héhte Diffusion geléster Substanzen durch Gele und Membranen unter 
dem Einflu8 von Saponin und ahnlich kapillaraktiven Substanzen, 
wie Lecithin, Pepton usw., feststellen. Die ausgedehnten Untersuchungen 
des Verfassers iiber die Diffusion von Sauren und Zucker durch ver- 
schiedene kiinstliche und tierische Membranen in Gegenwart von 
Saponin und homologen Alkoholen zeigen, daB es sich hier ganz allge- 
mein um eine Erhéhung der Diffusion geléster Substanzen durch kapillar- 
aktive Stoffe handelt. Da tatsaichlich die Oberflachenaktivitat der 
zugesetzten Substanz fiir dieses Verhalten verantwortlich zu_ sein 
scheint, ergibt sich daraus, da} die Wirkung in homologen Reihen mit 
dem Molekulargewicht steigt ; maximale Wirkung ist bei um so niedrigerer 
Konzentration zu beobachten, je starkere Oberflachenaktivitat die 
Fremdsubstanz aufweist. 


Experimentelles. 


Ein dickwandiges zylindrisches Becherglas wurde mit einem Kork 
verschlossen, durch dessen Bohrung ein 20 bis 25 em langes Glasrohr von 
4cm lichter Weite gesteckt wurde, das an seinem unteren Ende eine Mem- 
bran tragt. Das obere Ende des Rohres war mit einem gelochten Kork ver- 
schlossen, durch den ein kurzes enges Glasrohr gesteckt war. Eine Kollodium- 
membran von gleichmaBiger Dicke wurde nach Angaben von Bigelow und 
Gemberling (8), Walpole (9), Nelson (10) und anderen in folgender Weise 
hergestellt : 
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Ungefihr 8 bis 10 ccm einer 3° igen Kollodiumlésung in gleichen 
Volumenteilen Alkohol und Ather wurde gleichférmig unter Vermeidung 
von Luftblasen auf eine sorgfaltig gereinigte waagerechte kreisf6rmige Glas- 
platte von ungefahr 132,8 qem ausgegossen. Es ergab sich, daB eine Trocken- 
dauer von ungefaihr 9 bis 10 Minuten eine Membran von der gewiinschten 
Durchlassigkeit und mechanischen Festigkeit lieferte. Konzentration und 
Trockenzeit wurden so gleichférmig wie méglich gehalten. Als grober 
Anhaltspunkt diente, daB am Ende dieser Zeit ein Finger nicht mehr von dem 
Membranmaterial feucht wurde, wenn man mit ihm auf den Rand driickte. 
Sobald dieses Stadium erreicht war, wurde die Platte mit der Membran in 
eine flache Porzellanschale mit destilliertem Wasser eingebracht. Nach 
ungefaihr 5 Minuten, nachdem das starke Aufschaumen, das durch die ent- 
weichenden Atherdimpfe verursacht wird, aufgehért hatte, wurde die 
Membran vorsichtig von der Platte abgehoben, wobei fiir das Ablésen der 
Rander ein scharfes Messer benutzt wurde. 

Die Membran wurde sofort an die untere Offnung des Glasrohres gelegt, 
und zwar so, daB die Oberflache, die in Beriihrung mit der Glasplatte ge- 
standen hatte, an dem Rohr anlag. Die Rander wurden soweit angeprefbt 
wie méglich, um einen guten Kontakt zu gewahrleisten, ohne dabei die 
Membran zu beschadigen. Die aufgebogenen Rander der Membran wurden 
schlieBlich mit einer starken 6° igen Kollodiumlésung (Kahlbaum) an der 
AuBenwand des Rohres befestigt. Wahrend dieses ganzen Vorganges wurde 
die Membran durch nasses Filtrierpapier feucht gehalten. Das Rohr wurde 
schlieBlich mindestens 24 Stunden lang in destilliertes Wasser gelegt, bevor 
die Membran verwendet wurde. Wenn nétig, kann die Durchlassigkeit der 
Membran noch durch eine Behandlung mit bestimmten Wasser-Alkohol- 
gemischen wiahrend bestimmter Zeit vor dem endgiiltigen Einbringen in 
das Wasser erhéht werden. Diese Behandlung war jedoch im vorliegenden 
Fall nicht notwendig, da die Membran bereits eine geniigende Durchlassig- 
keit besaB, um eine starke Diffusion von Caleitumsalzen schon in kurzer Zeit 
zu ermoéglichen. 

Es wurden auch Darmmembranen von Schweinen als Vertreter tierischer 
Membranen verwendet; doch muB erwihnt werden, da diese ein totes 
Material und kein lebendes Gewebe darstellen. Die frisch vom Fleischer 
erhaitenen Darmstiicke wurden in gesattigter Kochsalzlésung aufbewahrt. 
Die Méglichkeit, da eine solehe Behandlung die Struktur und Durch- 
lassigkeit veraindert, darf nicht iibersehen werden. Da jedoch alle Stiicke 
unter gleichen Bedingungen aufgehoben wurden, kénnen die Ergebnisse 
verglichen werden. So aufbewahrte Stiicke blieben bis zu 7 Tagen intakt 
und unveradndert, so da®B die innerhalb dieser Zeit erhaltenen Ergebnisse 
miteinander vergleichbar sind. 

Bevor diese Stiicke im Versuchsrohr befestigt werden, muB die Salz- 
lésung und auch das Oberflachenfett vollkommen herausgewaschen werden. 
Da gefunden wurde, daB% Lésungsmittel wie Ather und Alkohol die Membran 
selbst beschadigen, darf der ganze ReinigungsprozeB nur mit flieBendem 
Wasser ausgefiihrt werden. Unter den so erhaltenen kleinen Stiickchen 
reiner Membran wurden sorgfiltig einige gleich aussehende ausgewahlt, 
aus denen kreisrunde Stiickchen von etwa 7 bis 8 em Durchmesser 
ausgeschnitten wurden. Diese wurden dann an den Dialysierzylinder 
vorsichtig mittels eines Nickeldrahtes oder Fadens angebunden, und zwar so, 
daB die Innenfliche der Membran gegen den Rand des Rohres gekehrt war. 
Dieses wurde darauf immer gleichmaBig 2 Stunden lang in destilliertes 
Wasser getaucht, um den Schwellungszustand der Membran so konstant 
wie méglich zu gestalten. 
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Zu Beginn des Versuchs wurden stets 50 ccm destilliertes Wasser i), 
das Becherglas gefiillt, wihrend ein gleiches Volumen der Calciumsalzlésuny 
von bekannter Konzentration in das durch die Membran abgeschlossene 
Glasrohr eingefiihrt wurde. Von der Fremdsubstanz wurden der Lésung 
gegebenenfalls bestimmte Mengen zugefiigt, und zwar so viel, daB die ge 
wiinschte Konzentration nach Verdiinnen des Gemisches auf 50 cem erreicht 
wurde. Das Glasrohr wurde in den Becher eingesetzt, wobei dafiir gesorgt 
wurde, daB es immer gleich tief in die Fliissigkeit eintauchte, um den hydro- 
statischen Druck der Fliissigkeitssiule so konstant wie méglich zu halten. 

Nach einer bestimmten Zeit wurde der Versuch abgebrochen und de1 
Betrag an diffundierter Substanz im Inhalt des unteren GefaBes analytisch 
bestimmt. In diesen Versuchsreihen wurde das Calcium, erforderlichenfal|s 
nach Abzentrifugieren ungeléster Zusatzstoffe, immer durch Fallung als 
Oxalat und Titration mit Permanganatlésung bestimmt. Die Versuche 
wurden in einem Thermostaten bei 30 + 0,1° C ausgefiihrt. 


a) EinfluB des Sdureanions auf die Diffusion von Calciumsalzen. 


Bei diesen MeBreihen muBte eine besondere experimentelle Schwierig. 
keit umgangen werden, welche besonders bei den Darmmembranen hervor- 
trat. Es ergab sich namlich, daB die fiir die Vergleichsversuche dienenden 
Membranstiicke, obwohl sie aus dem Darm eines einzigen Tieres geschnitten 
waren, unterschiedliche Durchlassigkeit auch gegen ein und dieselbe Substanz 
zeigten, so daB sich eine Standardisierung als nétig erwies. Hierzu wurde 
zunichst die Menge einer schwachen Saure, Oxalséure, bestimmt, welche 
durch jede dieser Membranen in 1'/, Stunden durchdiffundierte und die 
Werte fiir die Calciumsalze in gleichem Sinne korrigiert. Es ware denkbar, 
daB die zur Standardisierung verwendete Saure Struktur und Durch- 
lassigkeit jedes Stiickes veraindert; doch miiBten in diesem Falle alle Mem- 
branen, da sie auf gleiche Weise behandelt wurden, auch im selben Ausmal\} 
beeinfluBt werden. 


Tabelle I. Kollodiummembran. 
Versuchsdauer 3 Stunden. Temperatur 30°C. 


a) 50cem 0,05 n Oxalsdurelésung, 1'/, Stunden lang gegen 50 cem Wasse1 
dialysiert ; 
by 50 cem n/10 Calciumsalzlésung gegen 50 ccm Wasser dialysiert. 





Von der diffundierten Dem diffundierten shlissi 
Molekular-/ Siiure verbrauchte — Calciumsalz iiquivalente Durchlissig- 


Calciumsalz gewicht Menge NaOH Menge K Mn), keitsfaktor 

a b ba 

1. Chlorid ..:.. 110,92 3,90 7,80 2,00 

2. Bromid ..... 199,84 3,85 5,75 1,50 

a. 293,84 4,05 12,15 3,00 

4. Nitrat ...... 164,02 4,15 4,55 1,10 

5. Formiat .... 130,02 4,05 18,20 4,00 

6. Acetat ...... 158,05 4,10 20,50 5,00 

7. Propionat ... 186,08 3,95 20,95 | §,30 

8. Gluconat ... 430,18 3,95 17,75 4,50 

9. Glycerinat... | 250,08 3,90 18,70 4.80 

cee 218,08 8,95 21,70 5,50 
11. Thiocyanat.. 156.15 4.05 8,90 2,20 
12. Hypophosphit 170,09 4,00 21,00 5,25 
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Tabelle Il. Schweinedarmmembran. 


Versuchsdauer 3 Stunden, Temperatur 30°C. Lésungen wie in Tabelle I. 





Von der diffundierten Dem diffundierten Durchhissig 

oe Molekular- Saure verbrauchte Calci Iz iquivalente rCHABSIE - 

Caleiumsalz ue "Menge NaOH | Menge KMnO, | Keitsfaktor 
a b bla 
1. Chlorid ..... 110,92 2,25 4,40 1,95 
2. Bromid ..... 199,84 3,20 4,50 1,40 
5, SOOM «200+ 293,84 2,95 6,50 2,20 
4. Nitrat ...... 164,02 3,30 1,35 0,40 
5. Thiocyanat.. 156,15 3,30 9,50 2,38 
6. Hypophosphit — 170,09 4,60 18,30 3,98 
7- Formiat .... 130,02 3,70 17,40 4,70 
8. Acetat...... 158,05 2,30 11,90 5,17 
9. Propionat ... 186,08 4,10 16,85 4,11 
10. Gluconat ... 430,18 3,35 10,70 3,19 
9 OF ty] Az 
\ or | 2,20 10,70 4,75 
11. Glycerat .... 250,08 2°35 11.00 468 
a o128 ne | 3,70 11,80 3,18 
12. Lactat...... 218,08 4.05 14.10 3" 48 
13. Glycolat .... 190,05 3,10 12,70 4,10 


Aus den Angaben in Tabelle I und LI ist zu ersehen, daB die Durch- 
lassigkeitsfaktoren der Calciumsalze keinen eindeutigen Zusammenhang 
mit dem Molekulargewicht zeigen. Calciumsalze anorganischer Sauren 
diffundieren meist nur in geringem Mabe, wahrend die Salze organischer 
Sauren trotz ihres durchweg héheren Molekulargewichts ein sehr hohes 
Durchgangsvermégen besitzen. Man kann keine Regelmabigkeit finden 
fiir die Unterschiede zwischen Chlorid, Bromid und Jodid oder zwischen 
Formiat, Acetat und Propionat. Nur bei der kiinstlichen Membran 
(Kollodium) scheint das Durchtrittsvermégen fiir Formiat, Acetat 
und Propionat mit steigendem Molekulargewicht zu wachsen, wie dies 
ja bei den meisten kapillaraktiven Substanzen gefunden wurde. Calcium- 
hypophosphit ist beinahe das einzige anorganische Calciumsalz, das 
ein ziemlich hohes Durchgangsvermégen, besonders durch Darm- 
membranen, besitzt. Es scheint méglich, das Verhalten der organi- 
schen Salze zu deuten, wenn man die Kleinheit des Molekiils oder das 
Vorhandensein von Hydroxylgruppen in demselben, wodurch die Sub- 
stanz polar wird, in Betracht zieht. Es ist wirklich schwer zu sagen, 
ob die Hydratation dieser Saureradikale und die Affinitat zwischen 
Basen- und Sdaureionen nicht mit der Calciumdurchlassigkeit etwas 
zu tun haben. 


b) Einflup einiger Fremdsubstanzen auf die Diffusion von Calciumchlorid 
und Calciumlactat durch Membranen. 

Auch fiir diese Untersuchung wurden Darmmembranstiicke von der Art, 

wie sie bei den vorangegangenen Bestimmungsreihen verwendet worden 

waren, benutzt. Dabei diente ein und dasselbe Memb:anstiick mit einem 
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bestimmten Durchlassigkeitsfaktor jeweils fiir eine ganze Versuchsreihe 
iiber das Verhalten ein und derselben Fremdsubstanz in verschiedene1 
Konzentration. Wie schon friiher mitgeteilt wurde, kann jedes Membran- 
stiick maximal 8 bis 10 Tage aufbewahrt und benutzt werden, um noch 
zuverlassige und reproduzierbare Ergebnisse zu liefern. Im Verlauf diese: 
Untersuchungen erwies es sich als notwendig, nach jedem Versuch mit 
Caleiumsalz die Diffusion von Oxalsaéure durch die Membran zu bestimmen. 
Dadurch kann sichergestellt werden, da der Zustand der Membran 
vor und nach der Bestimmung méglichst iibereinstimmt. Auch kann durch 
derartige Kontrollversuche sicher erkannt werden, wenn sich die Membran 
so stark verandert hat, daB sie nicht mehr verwendbar ist. 

Die Wirkungen von Saponin, Lecithin, Athylalkohol, Amylalkohol, 
sowie von Pfefferminztee auf die Diffusion von Calciumchlorid wurden 
unabhangig voneinander gepriift. 

Es wurde ferner die Oberflichenspannung (Tropfenanzahl) dieses 
Extrakts bei verschiedener Verdiinnung bestimmt, um uns einen An- 
haltspunkt fiir die Kapillaraktivitat zu gewinnen. 


Tabelle II]. Schweinedarmmembran. 


Versuchsdauer 3 Stunden, Temperatur 30°C. 
50cem n/10 Calciumchloridlésung mit Zusiatzen Vverschiedener Fremd- 
substanzen in wechselnder Konzentration, gegen 50 cem Wasser dialysiert. 





Gehalt an Dem diffundierten Erhéhung bzw. Ver- 
Fremdsubstanz Fremdsubstanz Calciumsalz iquivalente minderung der Diffussion 
in %9 Menge K MnO, in 9, 
0,0 7,35 0,00 
0,05 8.05 + 9,52 
: 0,10 8,05 + 9,52 
1; Bevithin 5. % 0,15 7,75 + 65,44 
0,20 7,40 + 0,68 
0,30 6,95 — 65,44 
0,40 6,65 9,52 
0,0 3,95 0,00 
1,0 4,60 + 16,45 
S Reinite 2,0 4,30 + 8,95 
2. Athylalkohol . . 30 3/80 3,80 
4,0 3,50 11,40 
5,0 3,30 — 16,45 
0,0 7,00 0,00 
0,25 7,70 + 10,00 
2 0,50 8,10 + 15,71 
3. Amylalkohol .. 1,00 770 +. 10,00 
1,50 6,70 -—— 4,30 
2,00 5,90 — 15,71 
0,00 | 4,10 0,00 
4.. Pfefferminztee 1,00 4,45 + 8,54 
(30g trockene 2,00 4,80 + 17,07 
Blatter +- 200 cem 3,00 4,75 +. 15,85 
Wasser) 4,00 440 + %,32 
5,00 4,10 + 0,0 
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Tabelle IV. Schweinedarmmembran. 


Versuchsdauer 3 Stunden, Temperatur 30° C. 


50cem n/l0 Calciumlactatlésung 


mit 


Zusatzen 
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verschiedener Fremd- 


substanzen in wechselnder Konzentration, gegen 50 cem Wasser dialysiert. 





Gehalt an 





Dem diffundierten 


Diffussionsinderung 


Fremdsubstanz Fremdsubstanz Calciumsalz iquivalente 
in Jo Menge K MnO, in 9) 
0,0 8,80 0,00 
0,05 9,65 tL 9,66 
0,10 9,45 4.” FO 
ae ),15 9,20 4 »D5 
1. Lecithin...... os 9.05 1 me 
0,3 8,90 + 1,14 
0,4 8,75 0,57 
0,5 konnte nicht bestimmt werden, da die 
Membran stark verdorben war 
0,0 10,30 0,00 
0.5 10,90 + 6,83 
7 1,0 11,15 8,25 
2. Athylalkohol.. 2,0 10,75 4,37 
3,0 10,30 + 0,0 
4,0 10,10 1,94 
5,0 9,85 — 4,37 
0,0 10,20 0,00 
| 0,25 11,20 - 9.80 
3. Amylalkohol .. 0,50 11,30 + 10,78 
| 1,00 10,70 + 4,90 
2,00 9,70 4,90 
0.0 10,00 0,0 
| 1,0 10,95 + 9,5 
4. Pfefferminztee- oy 11,55 - 10,0 
: 3,0 11,50 15,0 
extrakt ..... 4.0 10,90 + 9,0 
5,0 10,40 + 4,0 
6,0 10,10 + 10 


Tabelle V. Oberflachenspannung des wisserigen Pfefferminztee- 
extrakts stalagmometrisch bei Laboratoriumstemperatur be- 


stimmt (Tropfenanzahl fiir Wasser = 49,10). 





Konzentration 1. . Konzentration © nee Konzentration cia 

des Extraktes Tropfen- des Extraktes Tropt¢ ’ des Extraktes Troptes 
anzahl 6 anzahl sg anzahl 
in %Jo in °'y in °), 

0,0 (Reines 49,10 3,0 51,60 10.0 59,30 
Wasser) 5,0 53,50 12,0 62,20 

1,5 50,30 7,5 56,10 15,0 69,10 


Aus den Angaben in Tabelle IIL und LV ist zu ersehen, das im 
allgemeinen alle in diesen Versuchsreihen gepriiften Fremdsubstanzen 
sowohl die Diffusion von Calciumchlorid als auch die von Calciumlactat 
erhohen. Wie schon von dem Verfasser friither ganz allgemein aus- 
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Tabelle VI. Schweinedarmmembran, 
Versuchsdauer 3 Stunden, Temperatur 30°C. 
50 ecm 0,09971 n Magnesiumsulfatlésung mit Zusaétzen verschiedener Fremd- 
substanzen in wechselnder Konzentration, gegen 50 cem Wasser dialysiert 





’ Gewicht 
Gehalt an : ‘ . 
Fremdsubstanz Fremdsubstanz des diffundierten Mg Diffussionsiinderung 
als Mg, P20; in %%p9 


in ° - 
ee in g 


0,0 0,0870 0,000 
1,0 0,0910 4,598 
Pfefferminztee- 2.0 0,0946 8,736 
extrakt 3,0 0,0950 + 9,196 
4,0 0,0910 4,598 
5,0 0,0875 0,5748 


0,0554 0,000 
0,0625 + 12,810 
0,0605 + 9,206 
0,0560 1,803 
0,0520 — 6,138 
0,0480 —~ 13,360 


0,0886 0,000 
0,0930 - 4.9670 
cans 5 0,0890 1 0,4515 
ioutihin 0,0860 2'9350 
0,0840 5.1930 
0,0825 — 6,8850 


Athylalkohol. . 





gefiihrt wurde, wird maximale Wirkung bei einer mittleren Konzen- 
tration erzielt, die um so geringer sein muB, je gréBer die Kapillar- 
aktivitat der zugegebenen Substanz ist. Dies wurde nicht nur bei 
Calciumsalzen, sondern auch bei der Diffusion eines Magnesiumsalzes 
(Tabelle VI) fiir giiltig befunden. Die Angaben der Tabelle V iiber die 
Kapillaraktivitat von Pfefferminzteextrakt machen es verstandlich, 
dali manche Medikamente besser wirken, wenn man sie mit der- 
artigen natiirlichen Extrakten gemischt, statt allein nimmt. Die natiir- 
lichen Extrakte enthalten kapillaraktive Substanzen und tragen zu 


einer besseren Resorption des Medikaments bei. 


Zusammenfassung. 

Diffusionsversuche an einer Anzahl von Calciumsalzen verschiedener 
organischer und anorganischer Sauren haben erwiesen, da die Saure- 
radikale eine wichtige Rolle beim Calciumdurchgang durch Membranen 
spielen. Zwischen Durchgangsvermégen und Molekulargewicht des 
diffundierenden Salzes konnte kein systematischer Zusammenhang 
beobachtet werden. Es scheint jedoch, daf Calcium in Verbindung 
mit organischen Sauren fahig ist, Membranen schneller zu durchdringen, 
als in Verbindung mit anorganischen Saureradikalen. 
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Die Beobachtungen tiber den EinfluB von Substanzen wie Lecithin, 
\thylalkohol, Amylalkohol usw. auf die Diffusion von Calciumchlorid, 
Caleiumlactat und Magnesiumsulfat durch tierische Membranen ent- 
sprachen den friiheren Ergebnissen des Verfassers tiber den EinfluB 
von kapillaraktiven Stoffen auf die Diffusion von Substanzen durch 
Membranen. 


Ich méchte an dieser Stelle Herrn Prof. /. Traube danken, in dessen 
Laboratorium zu Berlin vor mehreren Jahren die meisten dieser Ergebnisse 
erhalten wurden. Ich danke auch Herrn Dr. L. J. Weber fiir sein standiges 
Interesse an dieser Arbeit und fiir seine Freundlichkeit, mir verschiedene 
Caleiumsalzproben zur Verfiigung gestellt zu haben. 


Literatur. 


1) Traube, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 105, 54, 1904; Ber. d. 
Deutsch. physik. Ges. 6, 326, 1904; Traube u. Klein, Kolloidzeitschr. 29, 
242, 1926; T'raube, diese Zeitschr. 188, 477, 1927. — 2) A. N. Rao, ebenda 
262, 332, 1933. — 3) Derselbe, A note in the Proceedings of the Ind. Se. 
Congress Jan. (1934). Full paper ready for publication. — 4) Kofler u. 
Kaurek, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 109, 363, 1925; Kojfler u. Fischer, 
ebenda 116, 35, 1926; Kofler, Heil- und Gewiirzpflanzen 8, 169, 1926; 
Kobert, ebenda 1, 195, 1917/18; Kofler, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 68, 
154, 1932; Die Saponine, 8. 221, Wien 1927; Lasch u. Briigel, diese Zeitschr. 
172, 422, 1926; Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 116, 7, 1926. — 5) Berger, 
Trooper u. Fischer, Klin. Wochenschr. 5, 2394, 1926. — 6) Traube u. F. Dan- 
nenberg, diese Zeitschr. 208, 343, 1928: T'raube u. S. H. Whang, ebenda 198, 
209, 1928; A. N. Rao, siehe oben. — 7) Brinkmann u. Szent-Gyorqyi, diese 
Zeitschr. 139, 261 u. 270, 1923; Kofler u. Mitarbeiter, s. oben; V. Kuthy, 
Kolloidzeitschr. 60, 89, 1932; diese Zeitschr. 231, 380, 396, 1931. — 
8) Bigelow u. Gemberling, J. Amer. Chem. Soc. 29, 1576, 1907. 9) Wal- 
pole, Biochem. J. 9, 287, 1915. 10) Nelson, J. of biol. Chem. 58, 305, 
1923 /24. 


( 
f. 











Die Kupferbestimmung im Blutserum. 
Von 
H.-G. Schmidt. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Erlangen.) 
(Hingegangen am 8. Juli 1939.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Verlauf der vergangenen Jahre hat man bei Untersuchungen 
im Gesamtblut oder im Serum besondere Aufmerksamkeit ganz be 
stimmten, nur in Spuren vorkommenden Elementen geschenkt. Dic 
von Heilmeyer und Mitarbeitern ausgearbeitete Methode zur Serum 
eisenbestimmung hat erwiesen, daB man heute imstande ist, durch die 
Messung der Lichtabsorption farbiger Verbindungen auch nur _ sehr 
geringe Mengen eines Stoffes quantitativ genau erfassen zu k6énnen, 
ohne daB die Durchfiihrung derartiger Mikrobestimmungen auf auber 
gewohnliche technische Schwierigkeiten zu stoBen braucht. 

Bei der Beurteilung der Frage tiber die Notwendigkeit derartiger 
Mikrobestimmungen im Serum ist zu betonen, daB diese im Serum 
vorkommenden Spurenelemente nicht nur rein theoretisches Interesse 
abverlangen diirfen. Es kann vielmehr heute als gesichert gelten, dal 
diese Elemente — und zwar wird es sich hier wahrscheinlich vorwiegend 
um Metalle handeln — eine recht wichtige Rolle im Organismus spielen, 
und daB Verschiebungen in ihren Werten nicht nur fiir die Diagnostik 
der verschiedensten Krankheitszustande, sondern besonders auch fiir 
die Therapie von fundamentaler Bedeutung sein kénnen. Fiir die 
Verhaltnisse beim Serumeisen hat dies schon vor einigen Jahren He//- 
meyer nachgewiesen. Seine Ergebnisse erhalten durch die sich jetzt 
mehrenden Mitteilungen auch von anderen Seiten her ihre Bestatigung: 
soweit wir unser Material bis heute tiberblicken kénnen, erhalten wir 
dieselben Ergebnisse. 

Wahrend dieser Untersuchungen hat sich aber gezeigt, daB neben 
dem Eisen noch ein anderes Metall von Bedeutung ist, namlich das 
Kupfer, und daB sich die erwihnten Verhaltnisse im Blut erst bei Be 
riicksichtigung beider Metalle befriedigend studieren lassen. In der 
letzten Zeit haben in einer AuBerst interessanten Zusammenstellung 


Heilmeyer und Stiiwe ihre Ergebnisse tiber den Antagonismus der Serum- 
eisen- und Serumkupferwerte ver6ffentlicht. Wir sind unabhangig von 
ihrer Methodik zu gleichen Anschauungen gekommen. Da bisher noch 
keine Methode zur Serumkupferbestimmung ver6ffentlicht wurde 
haben wir uns zur Mitteilung der an unserer Klinik entwickelten Methodik 


entschlossen. 
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Bei der Auswahl! der Methode war zu erwarten, daB sich die Kupfer- 
werte im Serum, hinsichtlich ihrer GréBenordnung, wahrscheinlich 
ahnlich verhalten wiirden wie die des Eisens. Es war daher zu beriick- 
sichtigen, daB bei einem Ausgangsmaterial von 2 bis 4 cem Serum und 
der rein methodisch bedingten Verdiinnung der an und fiir sich schon 
geringen Ausgangsmenge noch ungefahr 0,2 Cu sicher erfaBt werden 
muBten. Dabei durfte der Analysengang nicht allzu kompliziert sein, 
damit er sich auch von chemisch wenig Vorgeschulten ohne grébere 
Schwierigkeiten durchfiihren lassen konnte. 

Die zu Anfang durchgefiihrten Versuche, Kupfer mit Ammonium- 
quecksilberrhodanid nachzuweisen, verliefen unbefriedigend. Das Reagens 
ergibt zwar noch bei 0,3 Cu einen deutlich blaiulich gefarbten Nieder- 
schlag; in einem klinischen Labor laBt sich aber diese Form eines quanti- 
tativen Cu-Nachweises nicht mit der zu fordernden Sicherheit zur An- 
wendung bringen. Die aus katalytischen Griinden zugesetzten Zinkionen 
bilden mit dem Ammoniumquecksilberrhodanid selbst ein Komplexsalz, 
das, vor allem bei niedriger Cu-Konzentration, durch seine weibe Eigenfarbe 
die blaue Farbe des Kupferkomplexsalzes heller erscheinen laBt und somit 
einer quantitativen Auswertung der Niederschlige entgegensteht. 

Ahnlich verhalt es sich mit dem Pyridin, das mit Cu-lonen in Kalium- 
rhodanidlésung angeblich noch bei sehr niedrigen Konzentrationen einen 
gelben Niederschlag erzeugen soll. Uberschlagsuntersuchungen ergaben je- 
doch, da sich nur bis zu einer Konzentration von 43 Cu ein gelbgriin 
gefarbter Niederschlag von Cu(CNS),-Pyridin bildet, der bei niedrigeren 
Kupferwerten ganz ausbleibt. 

Schon nach diesen Fehlschlagen, das Kupfer in einem Niederschlag 
nachweisen und bestimmen zu wollen, begann ich mit Versuchen, Cu 
in farbigen Verbindungen durch die Messung ihrer Lichtabsorption 
zu bestimmen. Die Messung der Lichtabsorption von Farbstofflésungen 
mittels des Stufenphotometers ist heute soweit vervollkommnet, dal 
sich bei Verwendung von Mikrokiivetten auch sehr schwach gefirbte 
Lésungen exakt messen lassen, sofern sie hinsichtlich ihrer Absorptions- 
verhaltnisse bestimmten Gesetzen gehorchen. Es lag also nahe, diesen 
Weg auch beim Kupfer zu beschreiten. 

Farbige Kupferverbindungen gibt es in geniigender Menge. Ks 
fragt sich dabei nur, inwieweit die Bildung derartiger Verbindungen 
empfindlich genug ist, noch Spuren an Kupfer zu erfassen. 

Die durch ihre schéne blaue Farbe bekannten Kupfer-Ammonium- 
komplexsalze besitzen diese Empfindlichkeit nicht. Auch das Ferri- 
cyankalium, dem eine grobe Empfindlichkeit gegeniiber Cu-Lonen 
nachgesagt wird, halt einer Uberpriifung nicht stand. Untersuchungen 
haben ergeben, da} die Farbt6nung der Verbindung schon unter 30 y Cu 
beginnt erheblich nachzulassen und unter 15 Cu nicht mehr gemessen 
werden kann. 


Durch die Untersuchungen von Karsten und von Laget, die sich 


mit der Spurenanalyse des Cu besonders beschaftigt haben, wurde ich 
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auf das diathyldithiocarbaminsaure Natrium aufmerksam gemacht, das 
wie aus ihrer Mitteilung hervorgeht, auch Heilmeyer und Stiiwe in threr 
Methode anwenden. Die groBe Empfindlichkeit des Reagens gegen- 
iiber Cu-Ionen kommt in der Tatsache zum Ausdruck, daB sich noch 
etwa 0,1 y Cu genau nachweisen lassen. 

Zuerst wurden die optischen Eigenschaften des sich bildenden 
diaithyldithiocarbaminsauren Kupfers untersucht. Da mir selbst leider 
ein Spektrograph nicht zur Verfiigung stand, habe ich die Absorptions- 
messungen im hiesigen physikalischen Institut der Universitat (Leiter: 
Prof. Dr. Gutten) durchfiihren lassen. Herrn Raithel bin ich fiir diese 
Arbeit sehr verbunden. Die Messungen zeigen, wie aus der Abb. 1 
hervorgeht, daB sich das Absorptionsmaximum der Verbindung bei 
438 my. befindet, ein Ergebnis, das ich schon vorher durch die alleinige 
Bestimmung des Filters am 
Stufenphotometer vermutet 
hatte. 
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Abb. 1. Bestimmung der Licht- Abb. 2. Giiltigkeit des Beerschen Ge- 
absorption von diithyldithiocarbamin- setzes fiir die alkoholische Lésung von 
saurem Kupfer. diithyldithiocarbaminsaurem Kupfer. 


Demnach hat man bei Messungen am Stufenphotometer das 
Filter S43 zu benutzen, dessen Schwerpunkt bei 434 my liegt; zieht 
man bei Beurteilung der Brauchbarkeit dieses Filters noch eine Halb- 
wertsbreite von 20 mp. (nach Heilmeyer, Med. Spektrophotometrie) hinzu, 
so zeigt es sich, da8 tatsachlich das ganze Absorptionsmaximum vom 
Filter erfaBt wird. 

Abb. 2 zeigt, da® fiir das optische Verhalten von diathyldithio- 
carbaminsaurem Kupfer das Beersche Gesetz gilt ; Extinktionskoeffizient 
und Konzentration ergeben, im Ordinatensystem zueinander auf- 
getragen, eine Gerade. 

Zur Bestimmung der Absorptionskonstante wurden Einwaagen ver- 
schiedener Kupfersalze (Kupfersulfat, Kupferchlorid p.a. Merck oder Kahl- 
baum), gelést in Aqua bidest., benutzt. Die Messungen wurden in 
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ammoniakalisch-alkoholischer Lésung bestimmter Konzentration  vor- 
vyenommen. Dabei ergaben sich fiir A g/cem folgende Werte: 

21,8 y Cu in 10cem, k = 0,48, A g/cem = 4,55 + 10 

57,69 Ca 3, 16 ,, k = 1,25, Ag/ccm = 4,62 - 10 

12,27 Ca ,, 10 k = 1,56, A g/cem 4,62. 10 

13,2» Cu ,, 10 k = 0,29, Ag/cem = 4,55- 10-° 

34,0 y Cu ,, 10 k = 0,74, A g/eem = 4,58- 10-6 


Im Mittel: 4,59 - 10-6 


Was die Haltbarkeit der Farbe angeht, so ist festzustellen, daB sich 
eine quantitative Bestimmung durch das Stufenphotometer nur dann 
durechfiihren laBt, wenn in alkoholischer Lésung gearbeitet wird, und 
zwar in einer ganz bestimmten Konzentration. Es hat sich gezeigt, 
daB die Menge des zuzusetzenden Alkohols abhangig ist von der Konzen- 
tration der vorhandenen Cu-Ionen und da die Farbintensitat einer 
Lésung nachlaBt, wenn man die Alkoholmenge zu gering wahlt. AuBer- 
dem kann es vorkommen, da sich ein Niederschlag bildet, da das 


diathyldithiocarbaminsaure Kupfer in wasseriger Losung anscheinend 
sehr schwer léslich ist. Es hat sich herausgestellt, daB sich das Verhaltnis 
zwischen Wasser und 98 °,igem Alkohol wie 1,0 zu 1,75 verhalten soll, 
wenn Bestimmungen tiber 10» Cu vorgenommen werden sollen; beim 


Arbeiten mit Serum geniigt das Verhaltnis von 1,2 cem zu 1,3. Es sei 
schon an dieser Stelle betont, daB ein Abweichen von diesen Konzen- 
trationsverhaltnissen zu wesentlich niedrigeren Cu-Werten fiihrt, die aber 
nicht der Wirklichkeit entsprechen; Testanalysen bestatigen diese 
Tatsache sofort. 

Als weitere Forderung an die Brauchbarkeit der Methode ist der 
Beweis hinsichtlich einer spezifischen Reaktionsweise des Reagens 
gegeniiber Cu-Ionen zu fiihren. Der Literatur nach (Laget) sollen in 
NH,—C,H,OH-Lésung Zn- und Cd-lonen nicht stéren; das Eisen 
soll erst in héherer Konzentration einen rosaroten Niederschlag hervor- 
rufen, in Spuren aber nicht stéren. Untersuchungen an Testlésungen 
haben diese Angaben bestitigt; Zumischungen von Fe!!! oder Fel! 
in der GréBenordnung der Serumwerte zu Cu-Testlésungen oder Serum 
zeigen keine Abweichungen gegentiber den Werten reiner Cu-Lésungen 
oder gegentiber dem Serumwert. 

SchlieBlich wurde die Brauchbarkeit der Methode noch an Zu- 
mischungen von Cu zum Serum untersucht. Die geringen, innerhalb 
der Fehlergrenze liegenden Abweichungen iiberzeugten uns von der 
Verwertbarkeit der Methode (s. Tabelle I). 

Analysengang im Serum: Der Analysengang im Serum wirde 
demnach folgendermaBen vor sich gehen: EnteiweiSung des Serums, 
wie schon Heilmeyer in seiner Vorschrift zum Serumeisen angegeben 
hat, mit Salzsiure und Trichloressigsiure. Durch dieses Vorgehen 
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Tabelle I. 





Cu-Gehalt des 
Serums ohne Cu- 
Zusatz in 7 %/ 


Zusatz der Cu- Berechneter Gefundener 


Lisung in y°/g Mittelwertin 7%) Mittelwert in + ‘ Fehler in 


155 109 141 136 3,5 
220 47,6 133 135 + 1.5 
158 206 182 175 3,9 
108 150 129 135 + 4,6 


Arithm. Mittel der Abweichung: — 0,32%%. 


vermag man Eisen und Kupfer in einer gemeinsamen Ausgangslésung 
nebeneinander zu bestimmen. 

Zu 4,0cem Serum Zusatz von 2,0 cem HCl (sechsfach normal). 
umschiitteln und 10 Minuten stehenlassen. Der Zusatz von HCl hat 
sich als unbedingt notwendig erwiesen, da die Trichloressigsdiure, wie 
schon Heilmeyer fiir das Serumeisen beschrieben hat, sich auch beim 
Serumkupfer nicht imstande zeigt, alles Cu in die lonform iiberzufiihren. 
Die beigegebene Tabelle erweist dies: 





Serum ohne HCl-Zusatz Serum mit HCl-Zusatz 
Cu in y %, Cu in y %9 
ge Se re ee oe re 110 148 
RD, .sec3:4.00hs stew et 115 142 
OG Ee ae eps 96 130 
WOME SE acces cece 76 108 


Nach 10 Minuten Wartezeit gibt man 2,0 ccm Trichloressigsaure 
(20 °4ig) hinzu, schiittelt wieder gut um und laBt weitere 10 Minuten 
stehen. (Es hat sich gezeigt, daB man schon mit 2,0 cem 20 °,iger Tri- 
chloressigsiure auskommt : das Filtrat blieb wenigstens stets bei weiterem 
Trichloressigsiurezusatz wasserklar.) Man filtriert nun durch ein Filter 
von Schleicher & Schill, Nr. 589, 7em Durchmesser, das eisen- und 
kupferfrei sein soll. Zu 1,0cem Filtrat setzt man 1,3cem Alkohol hinzu 
und schiittelt kraftig um, damit die dabei zu beobachtende Blasenbildung 
verschwindet ; aus einer Biirette werden 0,2 com Ammoniak vom spezifi- 
schen Gewicht 0,925 ¢ (etwa 20 °(ig) hinzugegeben, wodurch die Lésung 
ammoniakalisch wird. (Man muB sich von Zeit zu Zeit davon tiberzeugen, 
da der Ammoniak noch die gleiche Konzentration besitzt!) Jetzt 
kiihlt man etwas unter der Wasserleitung und stellt durch Zusatz 
eines Tropfens des Reagens (2°,ige alkoholische Lésung von diathyl- 
dithiocarbaminsaurem Na) die Farbe her. Man wartet die Farb- 
entwicklung ab, die meist schon nach einigen Minuten erreicht ist, und 
photometriert sofort unter Verwendung des Filters S 43 gegen Alkohol. 
Es muB darauf geachtet werden, daB alle GefiBe peinlichst sauber 
sind und daB die Mikrokiivetten (J — 50 mm) absolut dicht abschlieBen, 
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da sonst Fehler auftreten; meist lassen sich zwei Bestimmungen mit 
einem Reaktionsgemisch ausfiihren. 

Da in den verwandten Reagenzien stets geringe Spuren Kupfer 
enthalten sind, ist jedesmal ein Blindversuch anzusetzen: an Stelle der 
4eem Serum werden 4 ccm Wasser genommen. 

Die Berechnung des Serumkupferwertes geschieht folgendermaben. 
Nach Zusatz des Reagens zum ammoniakalisch-alkoholischen Serum- 
filtrat wird das Endvolumen der Lésung in einer Stangenpipette genau 
abgelesen. Das Ergebnis wird mit dem fiinften Teil des am Stufen- 
photometer abgelesenen Extinktionskoeffizienten multipliziert, von dem 
jetzt erhaltenen Wert der ebenso erhaltene Wert des Blindversuchs 
abgezogen. Das Ergebnis wird mit 920 multipliziert, wodurch man den 
Cu-Gehalt des Serums in y °%, erhalt. Die letzte Konstante errechnet 
sich aus der Verdiinnungszah! des Serums (0,50) und der Absorptions- 
konstante des diathyldithiocarbaminsauren Kupfers von 4,6° 10-°, 
bezogen auf 100 cem Serum. 

Nach dieser Methode erhalten wir im Serum Gesunder Werte 
zwischen 110 und 140 °%,: sie liegen also, wenigstens was die Grenze 
nach unten anbelangt, etwas héher als die von Heilmeyer, der 
Schwankungen zwischen 80 und 140°, gefunden hat. Den Anta- 
gonismus zwischen Fe- und Cu-Werten im Serum haben auch wir beob- 
achten kénnen; eine in Kiirze folgende Arbeit soll auf diese Verhaltnisse 
besonders eingehen. 

SchlieBlich sei noch darauf aufmerksam gemacht, da man_ bei 
Berechnung des Serumeisens, wenn man nach unserer Verdiinnung 
arbeitet, auch einen anderen Faktor einzusetzen hat, namlich 1LOOO 
statt 1250. 
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Studien iiber Redoxpotentiale 
der Gewebebreiaufschliimmungen und der 
GewebepreBsiifte von Pflanzenteilen. 
Von 
Hans Wartenberg. 
(Pflanzenphysiologisches Laboratorium der Biologischen Reichsanstalt 
Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 21. Juli 1939.) 


A. Einleitung. 


Das bekannte Buch ,,Oxydations-Reduktionspotentiale’ — von 
L. Michaelis endet mit dem Satz: ,,Und darum glaube ich, daB die Keime 
zu weiterer physiologischer Forschung vielmehr in den ersten Kapiteln 
dieses Buches enthalten sind, welche sich mit isolierten reversiblen 
chemischen Systemen beschaftigen und von vielen Physiologen als gar 
nicht zur Physiologie gehérig betrachtet werden mégen, als in den letzten, 
welche die bisherige Anwendung in den Laboratorien der Physiologen 
beschreiben.“* Die Entwicklung der Dinge, wie sie in der Literatur 
zu verfolgen ist, entspricht der Michaelisschen Voraussage. Es ist 
aber nicht ausgeschlossen, daB die Prognose richtig war, weil der Inhalt 
des Buches allgemein als richtungweisend aufgefaBt wurde, denn er 
hatte auf die Entwicklung dieses Spezialgebietes zweifellos einen groBen 
EinfluB gehabt. Es kann aber auch sein, daB sich die intracellulire 
Anwendung von Redoxindikatoren immer mehr als unbefriedigend 
herausstellte und das die Anwendung indifferenter Metallelektroden 
in .PreBsiften und Gewebebreiaufschlammungen immer mehr auf 
Schwierigkeiten des Experimentes und der Deutung der Ergebnisse 
solcher Experimente stieB, so da vielleicht die Forschung den Dingen 
diejenigen Seiten abzugewinnen suchte, die einigermaen zu erreichen 
waren. Jedenfalls finden wir in den Veréffentlichungen der letzten 
sechs Jahre viele Arbeiten tiber Redoxsysteme, welche aus tierischen 
und pflanzlichen Organen isoliert werden konnten. Andererseits finden 
wir zwar Berichte, welche mitteilen, daB sich Forscher mit Messungen 


von Redoxpotentialen in Gewebeaufschlammungen, Hefe- und Bakterien- 
kulturen, belebten Bodensuspensionen und gar in str6mendem Blute 
befaBt haben. Wir finden aber keine Kritik oder gar einen Fortschritt 
in der Erkenntnis der Natur dieser ,,physiologischen Redoxpotentiale’’. 
wie man das Ergebnis der Messung eines Energieniveaus der lebenden 
Substanz im wahrsten Sinne des Wortes bezeichnen kann.  Dies- 
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beziiglich werden die Erklirungen von Wurmser und Michaelis hin- 
genommen. 


Wurmser zeigte und Michaelis bestatigte, daB die Erscheinungen 
der Redoxmessungen in Gewebesuspensionen denjenigen der Messungen 
in anaeroben Zuckerlésungen ahnlich sind. Es handelt sich in beiden Fallen 
um Potentialbildungen durch Redoxsysteme, deren oxydierte Phasen nicht 
reversibel bleiben, sondern in irreversibel-inaktive Kérper verandert werden. 
Mit anderen Worten: aktiver Zucker tritt als Reduktionsmittel auf, sein 
Oxydationsprodukt ist inaktiv, und in diesem Gefalle verschwinden Oxy- 
dationskrafte, die in der Lésung vorhanden sind. Nach dem Massenwirkungs- 
gesetz ist zu erwarten, daB sich der irreversible RedoxprozeB unter anaeroben 
Bedingungen als eine anfangs schnelle und spater langsame Potentialdrift 
iuBert, die schlieBlich asymptotisch einem Endwert zustrebt. Das H,-Poten- 
tial ist die theoretisch zu erwartende Grenze der Drift. Aus unerklarlichen 
Griinden wird diese Grenze aber nicht erreicht. Die Drift kann schon bei 
héheren Potentialwerten fiir unser Wahrnehmungsvermégen praktisch 
zum Stillstand kommen. Die Hemmung der Potentialdrift bei héheren 
Werten ist das Ratsel, mit dem sich die Fragen nach der Natur der ,,physio- 
logischen Redoxpotentiale** befassen. Wurmser nimmt an, daB die Drift, 
die in dem betreffenden Potentialgebiet an sich keine grobe Geschwindigkeit 
mehr hat, durch die Beschwerung eines Redoxsystems mit relativ tiefem 
Normalpotential aufgehalten wid. Demgegeniiber betont Michaelis, 
daB die Potentialkonstanz auch mit der zunehmenden Tragheit des irre- 
versiblen Redoxprozesses erklirt werden kann: ,,Die Reaktion der Gewebe- 
substanzen auf den reversiblen, fiir die Messung benutzten Elektronen- 
akzeptor ist aber trage und wird beim Fortschreiten der Reaktion immer 
trager. So bleibt die Reaktion praktisch stehen, wenn der Akzeptor sich mit 
Elektronen bis zur Erreichung eines angenadhert angebbaren Potential- 
bereichs beladen hat." 


Ich hatte nach langeren Versuchen, Redoxpotentiale von pflanz- 
lichen PreBsiften und Gewebebreiaufschlimmungen zu messen, den 
Eindruck, daf die oben beschriebenen Theorien von Wurmser und 
Michaelis nicht ganz befriedigen. Deshalb suchte ich Wege, Faktoren 
zu finden, die das Potentialniveau variieren, um aus der Wirkungsweise 
der Faktoren Riickschliisse auf die Natur der Potentialbildung ziehen zu 
kénnen. 


B. Methode und Material. 


1. MeBapparatur. In der ersten Zeit wurden Geraite verwendet, die 
als Varianten des Poggendorffschen Kompensationsprinzips gebaut sind 
(Azidimeter nach Trenel, Lonometer nach Lautenschliger). Um einesteils 
die Polarisationsstr6me vermeiden und um anderenteils Polarisations- 
effekte als annéherndes MaB der Beschwerung messen zu kénnen, wurden 
spaiter Leyboldsche Réhrenvoltmeter in den MeBstromkreis der Kompen- 
sationsgeriite eingeschlossen. Die Anordnung wurde so getroffen, das man 
durch einfach zu handhabende Schaltung erst das Potential stromfrei 
messen, dann nach dem Ausschalten des Réhrenvoltmeters mit einer ge- 
wahlten Falscheinstellung des Kompensationsstroms eine Polarisation 
erzielen und schlieBlich unmittelbar hinterher wieder stromfrei den Eftfekt 
feststellen konnte. Die Tatsache, daf der innere Widerstand der Gewebe- 
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breihalbelemente von Fall zu Fall verschieden war, spielte keine Rolle, 
weil immer nur die mit der Potentialdrift sich andernden Beschwerungs 
groBen emes Halbelements untereinander verglichen wurden. 

2. Elektroden. Als Elektroden dienten blanke Platinblechstiicke, 
deren Platindrahtableitungen in Glas isoliert waren. Die Gr6éBe und die 
Form der Elektroden wurden nicht besonders beachtet, weil die Potential- 
bildung von diesen Dingen unabhangig sein muBte. Da es so war, daB die 
gemessenen Potentiale von der Form, der GréBe und der Oberflachen- 
beschaffenheit, insbesondere der Platinierung der Elektroden nicht beeinfluBt 
wurden, war in besonderen Versuchen festgestellt worden. Auch Gold 
elektroden und vergoldete Platinelektroden zeigten im anaeroben Zustand 
der Gewebebreihalbelemente kein anderes Verhalten. Die dauernde Ver- 
wendung von Goldelektroden und von vergoldeten Platinelektroden stief 
auf Schwierigkeiten, weil die glaserne Ableitungsisolierung unvermeidlich 
war und weil es kein Glas gab, in das sich Gold einschmelzen lieB. 

Auch die Platinelektroden muBten stets unter Kontrolle gehalten werden. 
Sie waren in Bleiglas eingeschmolzen, das iiber einen gewissen Temperatur- 
grad hinaus nicht erhitzt werden durfte und auch ohnedies mit der Zeit 
alterte. Hierbei verhielten sich Glaser verschiedener Herkunft unterschied- 
lich. Beim Altern léste sich das Glas vom Platin und die Elektrode wurde 
unbrauchbar. Die Elektroden wurden mit Riicksicht auf die Bleiglas- 
einschmelzung nicht abgeflammt, sondern lange Zeit in konzentrierter 
Schwefelséiure gereinigt und wiederholt in schwach beschwerten Redox- 
systemen miteinander verglichen. Neue Elektroden zeigten anfangs Ab- 
weichungen. Mit der Zeit glichen sie sich aber an, d.h. verschiedene 
Elektroden erreichten in einer Lésung gleiche Potentiale. Was die An- 
gleichung nicht mitmachte, muBte von der Verwendung ausgeschlossen 
werden. Zwischen den Versuchen wurden die Elektroden in konzentrierter 
Schwefelséure aufbewahrt. 


In stark beschwerten Systemen machen sich Elektrodenfehler nicht 
bemerkbar. Will man aber schwach beschwerte Léosungen messen, dann 
ist die vorsichtige Reinigung und Auswahl der Elektroden unumgiinglich. 


3. Gewebebreihalbelement. Die Gewebebreihalbelemente sind in ge- 
wohnlichen Praparatenglaisern oder Becherglasern angesetzt worden. Elek- 
troden und KCl-Briicken waren in Korkstopfen befestigt, die wir mehr 
oder minder fest auf die Glaser aufsetzten. Dabei wurde kein Wert auf 
luftdichten AbschluB gelegt; der anaerobe Zustand des Halbelementinhalts 
war in einer anderen Weise gesichert, die weiter unten noch besprochen 
wird. 

In Vergleichsuntersuchungen hatte sich herausgestellt, da verschiedene 
Gewebeteile einer Pflanze — jeweils fiir sich zum Gewebebreihalbelement 
angesetzt — an den Elektroden verschiedene Potentialwerte verursachten. 
Es war deshalb auch nicht anzunehmen, daB der Mischbrei eines Organs 
als eine homogene Lésung erwartet werden konnte. Diese Fehlerquelle 
bot besondere Irrtumsgefahren, wenn im Rahmen des Versuchsprogramms 
aus einem Gewebebrei mehrere Halbelemente angesetzt werden muBten, 
die dann nach beeinflussenden Zusaétzen verglichen wurden. Es bestand 
immer die Gefahr, daB die vermeintlichen Halbelementunterschiede Gewebe- 
unterschiede waren. Diese Fehlerquelle konnte dadurch umgangen werden, 
da®B der Gewebebrei vor der Verteilung gut verriihrt und dann jedes Halb- 
element mit drei Platinelektroden beschickt wurde. Wenn unter solchen 
Bedingungen die drei Elektroden unter sich ahnliche Werte hatten, welche 
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gegen die ebenfalls unter sich ahnlichen Werte der drei Elektroden eines 
anderen Halbelements eine mehrfach gesicherte Differenz zeigten, dann 
konnte die Wirkung des beeinflussenden Zusatzes als gesichert gelten. 
Dabei war eine véllige Ubereinstimmung der Elektroden einer Dreiergruppe 
keine Seltenheit. Ein Versuchsergebnis wurde aber nur dann gewertet, 
wenn dieselbe Versuchsanstellung in mehrfachen Wiederholungen § sinn- 
gemaiB dasselbe Ergebnis erzielte. 

1. Pflanzenmaterial. Ich hatte Gelegenheit zu beobachten, daB Pflanzen- 
teile, deren Gewebebreie bzw. PreBsafte unter der Einwirkung des Luft- 
sauerstoffs Melanin bilden, sich fiir Redoxmessungen gut eignen. Der 
Melaninmechanismus stellt den erforderlichen anaeroben Zustand mit einer 
Sicherheit her, die mit irgendwelchen Apparaturen nicht erreicht werden 
kann. Hierbei ist es weder nétig noch zweckmaBig, beim Zerreiben der 
Pflanzenteile und beim Ansetzen der Halbelemente den Zutritt von Sauer- 
stoff sehr streng zu verhindern. Der restlose Ablauf der Melaninbildung 
erfordert ein Minimum des Oxydationsmittels O,, das allerdings von Fall 
zu Fall verschieden ist. Es darf auch ein ebenso variables Maximum nicht 
iiberschritten werden. 

Mit Ausnahme einiger Versuche, die der Sicherung der Methode dienten, 
haben wir immer mit Halbelementen gearbeitet, die gegen das Eindringen 
des Luft-O, nicht besonders geschiitzt waren. Die eindringende Oxydations- 
kraft wurde in den meisten Fallen mit geniigender Sicherheit an der Ober- 
flaiche des Glasinhalts abgefangen und inaktiviert. Der natiirliche Vorrat 
der Aminosaéure, den diese O,-Sicherung benétigt, ist selten vor Ablauf 
einer Zeitdauer von 30 Stunden erschépft. Erst dann setzt eine Wirkung 
der Oxydationskraft des Luft-O, ein, die daran zu erkennen ist, daB das 
Potential derjenigen Elektrode, die der Fliissigkeit-Luft-Grenze am nachsten 
ist, zuerst zu steigen beginnt und die Potentiale der anderen Elektroden 
folgen, sobald die Wirkung der eindringenden Oxydationskraft diese Elek- 
troden erreicht hat. Wenn keine anderen Ursachen einer Potentialdrift 
vorliegen, dann ist es mit dieser Anordnung von offenen Halbelementen 
ohne Schwierigkeit méglich, ein konstantes Potential zu messen, das sich 
im Laufe eines Tages nicht andert. Fiir die Versuche, die den nachfolgenden 
Ausfiihrungen zugrunde liegen, sind Knollen von Kartoffeln (Solanum 
tuberosum) und unter gewissen Vorbedingungen auch griines Kraut der 
Saubohne (Vicia faba var. major) und der Pferdebohne (Vicia faba var. 
minor) verwendet worden. Bei Versuchen mit anderen Pflanzen konnten 
noch keine Ergebnisse erzielt werden, die eine Einsicht in die Verhaltnisse 
bei den betreffenden Pflanzen gewahren. 

Die Frage, ob Gewebebreiaufschlammungen oder ob PreBsafte sich 
besser fiir die Messung der Redoxpotentiale eignen, kann nicht generell, 
sondern mu8 von Fall zu Fall beantwortet werden. Es kommt darauf an, 
welche Versuchsabsicht dem Vorhaben zugrunde liegt. Wenn das Material 
gute Eignung fiir die Messung hat, d. h. wenn bei ihm der ganze Mechanismus, 
der den anaeroben Zustand herbeifiihrt, ungehindert ablauft, dann ist es 
gleichgiiltig, ob man Gewebebreiaufschlammungen oder PreBsafte zur 
Messung verwendet. Man erzielt gleiche Ergebnisse. Hat man schwieriges 
Material, dann fahrt man besser bei der Verwendung von Gewebebret- 
aufschlammungen, die eine groBe Zahl unverletzter Zellen enthalten, welche 
dem Ganzen eine gewisse Stabilitat verleihen. 

5. Acidititsmessungen. Kolorimetrische Aciditdtsmessungen waren nicht 
moglich, weil wir Lésungen mit starken Eigenfarben und starken Triibungen 
zu bearbeiten hatten. 
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Die Verwendung der ,,Chinhydronelektrode* stieB auf Schwierigkeiten 
Kleine Chinhydronmengen verlieren bei geringem Sauerstoffdruck unsere: 
Lésungen vollig ihre Chinonkomponente. Diese kann noch iiber das Hydro- 
chinon-Chinhydronpotential hinaus bis auf das Redoxpotential der Gewebe 
breiaufschlimmung reduziert werden. GroBe Mengen Chinhydron unte: 
liegen auch der Verainderung. Sie ist um so geringer, je schneller man da, 
Chinhydron verriihrt und je gréBer die Oberfliche des Chinhydrons ist, 
mit der es schnell in der Lésung verriihrt werden kann. Ob der Fehler, 
welcher dabei noch entsteht, zu positive (zu saure) oder zu negative (zu 
alkalische) Werte angibt, hangt vom Sauerstoffdruck ab, der beim Mani 
pulieren in der Lésung entsteht. Bei geringem Sauerstoffdruck wird etwas 
Chinon reduziert. Bei hohem Sauerstoffdruck kann auch in schwachsauren 
Gewebesaftlésungen eine Oxydation einiger Anteile der Hydrochinon 
komponente zustande kommen, weil die Phenoloxydasen der Gewebe 
solches begiinstigen. Alle diese Fehler sind um so geringer, je schnelle: 
man der ganzen Lésung das Potential des Chinhydrons mitteilen kann. 
Vielleicht werden die reduzierenden und oxydierenden Fermente durch 
das hohe Redoxpotential des Chinhydrons inaktiviert. Es wiirde den Beob- 
achtungen von Wieland und Sutter (7) und Pfankuch und Lindau (6) ent- 
sprechen, die eine Inaktivierung der Oxydase durch hohe Konzentration 
des Oxydationsmittels bzw. eines reversiblen Oxydationsprodukts be- 
schrieben haben. 

Die H,-Hlektrode kann nur dann zur Aciditiitsmessung von PreSsaften 
und Gewebebreiaufschlimmungen verwendet werden, wenn es gelingt. 
die Lésung unter H,-Gas zu bringen, ohne da} beim Manipulieren unter dem 
EinfluB des Luftsauerstoffs freie Primelanine entstehen. Durch diese 
Oxydation entstehen Stoffe, die ebenso die H,-Elektrode vergiften, wie 
freies Chinon dazu imstande ist. 

Die Anwendung der Glaselektrode erlaubt das einfachste Arbeiten. 
Sie ist vor allen Dingen auch deshalb vorteilhaft, weil man die Lésung 
noch nach der Messung fiir andere analytische Zwecke verwenden kann. 
Ich konnte mich nicht bei jeder Glaselektrode tiberzeugen, daB sie dem 
Sprung der px-Einheit genau mit 58,1 Millivolt oder den anderen Tem- 
peraturgraden entsprechenden Millivoltwerten folgt, und vermeide deshal) 
das Angeben genauer absoluter Werte. Fiir den vorliegenden Zweck haben 
die qualitativen Verhaltnisse, die hinreichend sicher festgestellt werden 
konnten, geniigende Beweiskraft. 


(. Versuchsergebnisse. 


Die Lésungen der Gewebebreiaufschlammungen und der Prel- 
sifte von Pflanzenteilen enthalten kurz nach ihrer Herstellung potential- 
beherrschende Redoxsysteme, die wahrscheinlich in der intakten 
Pflanze nicht in gleicher Weise zur Geltung kommen kénnen. 


Dies riihrt daher, daB die Substanz bei der Zubereitung der Gewebe- 
breie und PreBsafte Luftsauerstoff aufnimmt. Hierbei kénnen Oxy- 
dationsprodukte entstehen, welche mit ihrem Ausgangsstoff reversible 
Redoxsysteme bilden, die mit ihrer Beschwerung die Potentialbildung 
beherrschen. Im einfachsten Falle mag der Ausgangsstoff ein weit iiber 
sein Normalpotential reduziertes und deshalb schwach_ beschwertes 
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Redoxsystem sein, das durch Vermehrung der Oxydophase neben der 
Potentialanderung eine starkere Beschwerungerhalt. Im komplizierteren 
Falle wird durch katalysierte Oxydation eines inaktiven Kérpers eine 
Kette von Reaktionen in Gang gesetzt, bei der benachbarte Glieder 
reversible Redoxsysteme bilden (z. B. die Pramelanine, der ,,rote 
Koérper** und seine weniger oxydierte Vorstufe). Es ist deshalb auf 
Grund eines Potentials, das durch einen Indikator oder durch eine 
indifferente Metallelektrode in solchen Lésungen kurz nach der Her- 
stellung des Halbelementes angezeigt wird, nichts tiber das intracellulare 
Energieniveau der Pflanze auszusagen. 

Fur das ,,Anfangspotential‘* der Messung ist die starke Beschwerung 
charakteristisch. Kurz nach dem Anrichten ist das Gewebebrei-Platin- 
halbelement wegen der starken Beschwerung nicht polarisierbar. Das 
Potential der indifferenten Metallelektrode hat aber trotzdem eine 
Drift, denn die Gewebebreiaufschlammung bzw. die PreBsafte haben 
die Tendenz, Oxydationskrafte, welche unter der Einwirkung des Luft- 
sauerstoffs in der Aufschlammung entstanden sind, in relativ groBen 
Mengen zu inaktivieren. 

Die Inaktivierung geschieht auf mehreren Wegen. Fiir eine Art 
Weg ist die Melaninbildung beispielhaft: Es wird ein Chromogen in 
mehreren Stufen oxydiert und die Oxydationskrafte verschwinden 
letzten Endes in dem sichtbaren, irreversibel-inaktiven Oxydations- 
produkt Melanin. Die Leistungsfahigkeit dieses Weges ist groB. Die 
Geschwindigkeit des Vorganges ist aber variabel (Melaninweg). 

Der Melaninmechanismus ist nicht die einzige Méglichkeit einer 
Ableitung groBer Oxydationskrifte. In anderen Fillen kénnen an- 
scheinend Stoffe eine ahnliche Rolle spielen, deren Oxydationsprodukt 
fliichtige Korper sind. Der Melaninmechanismus ist aber die best- 
bekannte Méglichkeit und sozusagen das klassische Beispiel. 

Der zweite Weg der Inaktivierung ist weniger leistungsfahig. Er 
ist keine Ableitung, auf ihm funktioniert der Vorgang im Verhaltnis 
zum ersten Wege nur im Rahmen einer gewissen Konzentration des 
dargebotenen Oxydationsmittels. Es hat aber nachhaltige Wirkung 
und kann, wenn ihm die Oxydationskrafte nach und nach geboten werden, 
verhaltnismaBig grobe Mengen verarbeiten. In seinem Gefialle kénnen 
auch geringe Konzentrationen der ersten Oxydationsstufen des ,,Melanin- 
weges*’ wieder reduziert werden. Hier verschwinden die Oxydations- 
krafte in einem irreversibel-inaktiven und unsichtbaren Oxydations- 
produkt (Atmungs-Garungsweg 7). 

Wenn auf dem ersten Wege (Melaninweg) wegen zu geringer Ge- 
schwindigkeit nichts geleistet wird, dann scheint der Vorgang des zweiten 
Weges ausgeschaltet zu sein. Nicht immer, aber in vielen Fallen kann 
eine von auBen kommende grofBe Oxydationskraft den Vorgang des 
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Melaninweges hemmen oder ausschalten, was selbstverstandlich auch 
den zweiten Weg versperren kann, weil dieser noch empfindlicher ist. 
In solchen Fallen behalt die Gewebebreiaufschliammung bzw. der 
PreBsaft ein relativ hohes und stark beschwertes Potential und unter 
solehen Bedingungen kann man besonders bei Beobachtungen und 
Messungen mit Redoxindikatoren Irrtiimern zum Opfer fallen. In dieser 
Hinsicht ist nicht allein wegen des Luftsauerstoffs, sondern auch beim 
Umgang mit Redoxindikatoren héherer Normalpotentiale Vorsicht 
geboten. 

Wenn der ,,Melaninweg* gut funktioniert, dann driftet das Potential 
indifferenter Metallelektroden in negativere Bereiche und kann dort 
in mehrstiindigen Potentialkonstanten oder in einer kleinen Drift, 
die einem Endwert zustrebt, charakteristische Werte anzeigen. 


Die Potentiale der Halbelemente, die mit Gewebebreiaufschlammungen 
von Kartoffelknollen hergestellt werden, variieren bei einer durchschnitt- 
lichen Reaktion um py 6 zwischen Eh + 130 Millivolt bis Eh + 0 Milli- 
volt. Die Schwankung ist nicht durch die Mangelhaftigkeit der Messungen 
oder der Methode bedingt und ist auch nicht dadurch gegeben, daB es sich 
bei diesen Messungen um sinnlose Ergebnisse handelt, die von den zufalligen 
Abweichungen des Umgangs mit der Apparatur abhiaingen. Es konnte 
eindeutig festgestellt werden, daB verschiedene Kartoffelsorten im ,,Redox- 
potential der Gewebebreiaufschlammungen* Unterschiede aufweisen. Es 
konnte ferner festgestellt werden, daB die Gewebebreiaufschlammungen 
viruskranker Knollen im Durehschnitt negativere Redoxpotentiale ergeben 
als gesunde Knollen derselben Sorte. Unterschiede in den Ernahrungs- 
bedingungen beim Aufwuchs der Mutterstauden kénnen Unterschiede 
in den Redoxpotentialen von Gewebebreiaufschlammungen der geernteten 
Knollen bewirken. Und schlieBlich konnte festgestellt werden, daB ein 
Knollenmaterial sich im Laufe der Winterlagerung in einer Weise andert, 
die an der Anderung der Redoxpotentiale der Gewebebreiaufschlammung 
zum Ausdruck kommt. Hierbei konnte beobachtet werden, daB erstens 
der Stoffwechsel der lagernden Knolle auch bei konstanten niederen Tem- 
peraturen das Potentialniveau veréndern kann und daB zweitens héhere 
Temperaturgrade zusiétzliche Wirkungen haben kénnen. 

Bei der Drift in Bereiche negativerer Werte wird das Potential des 
Gewebebreihalbelementes zunehmend empfindlicher gegen Polarisations- 
stroéme, d.h. es verliert die Potentialbeschwerung. Die Polarisations- 
effekte sind aber nicht nachhaltig. Eine Funktion der Gewebebrei- 


aufschlammung laBt sie wieder verschwinden und stellt die charakte- 
ristischen Werte wieder ein. 


Die Eigentiimlichkeit, daB man dem Elektrodenpotential eines 
solchen Gewebebreihalbelementes durch Polarisationsstréme_ beliebige 
positivere oder negativere Werte verleihen kann und daB® sich dann 
nach einiger Zeit das charakteristische Potential doch wieder einstellt, 
ist recht eindrucksvoll. Sie kann darauf beruhen, daB ein Konzentrations- 
ausgleich zwischen den elektrodennahen und den elektrodenfernen 
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Lésungsschichten stattfindet. Versuche mit gestaffelten Strommengen 
und Versuche mit der Frage nach der Beeinflussung benachbarter 
Elektroden fiihrten aber auch zur Vorstellung einer physiologischen 
Steuerung des schwach beschwerten Energieniveaus. 

Folgende Versuchsergebnisse geben Andeutungen fiir eine An- 
schauung tiber die Natur dieser Steuerung. Die Versuche sind zwar 
bisher in gentigend zahlreicher Wiederholung, aber doch nur mit einer 
bestimmten Kartoffelsorte ausgefiihrt worden, die erfahrungsgemaB alle 
Bedingungen und Voraussetzungen eines Materials erfiillt, mit dem man 
unter gesicherten Voraussetzungen ungestért zu experimentieren im- 
stande ist. Ob es sich bei den Befunden um etwas handelt, was all- 
gemeine Bedeutung hat, muB sich erst nach der Bearbeitung eines viel- 
seitigeren, wenn auch schwierigeren Pflanzenmaterials herausstellen. 

Vor einigen Jahren hatte ich schon beobachtet, daB Neutralsalze, 
deren Anionen mit Ferriionen stark dissoziierende Verbindungen ein- 
gehen, das Redoxpotential der Gewebebreiaufschlammungen erhéhen. 

Spater wollte ich mit einer Ferri-Ferro-Lésung bekannten Potentials 
die Differenzen in der Reduktionskapazitat der PreBsafte von Kar- 
toffeln verschiedener Herkunft ermitteln und fand, daB die Mengen der 
Ferriionen, die vom PreBsaft reduziert werden, von den Redoxpotentialen 
dieser PreBsaifte bzw. Gewebebreie unabhangig waren. Ferner fand ich, 
daB das Potential des Ferri-Ferro-Systems sich im PreBsaftgemisch 
ainderte, daB aber diese Anderung in keiner ma&geblichen Beziehung zur 
Anderung der analytisch erfaBbaren Ferri- und Ferromengen stand. Ob 


das Eisensystem im Rahmen der an sich geringen Reduktion starker 
oder schwacher reduziert wurde, spielte bei der Potentialbildung keine 
Rolle. Das Redoxpotential des Eisensystems war im PreBsaftgemisch 
im beherrschenden MaBe davon abhangig, ob der PreBsaft imstande 


war, sehr groBe oder etwas weniger groBe Mengen der oxydierenden 
Komponente des Ferri-Ferro-Systems in eine gering dissoziierende 
Bindung zu nehmen. Verglich man zwei PreBsafte beziiglich ihrer 
Vermégen, das Ferri-Ferro-Redoxpotential zu andern, und _ beziiglich 
ihrer effektiven Ferrireduktionen, dann konnte tatsachlich in einer 
Reihé von Fallen die Anderung der beiden GréBen zwar nicht elek- 
tronendquivalent, aber sinngemaB parallel gehen, d. h. dem groBeren 
Potentialsprunge entsprach eine starkere Reduktion. In der gleichen 
Zahl der Einzeluntersuchungen konnte aber das Verhaltnis auch um- 
gekehrt auftreten, und ebenso oft war bei verhaltnismaBig groBen 
Potentialunterschieden in den Ferri-Ferro-Lésungen kein Unterschied 
in der Reduktion der Ferrikomponente festzustellen gewesen. 

Der Stoff, der die schwachdissoziierende Ferriverbindung bildet, 
konnte noch nicht ermittelt werden. Es ist zu erwarten, daB eine ganze 
Reihe organischer Saureanionen, die in den Pflanzen vorkommen 
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Gegeniiberstellung der Mittelwerte 
von Redoxpotentialen, die mit Kartoffelgewebebrei- 


halbelementen gemessen wurden. 





Anzahl 

Kartoffelsorte und Bezeichnung der der ge- Mittelwert der Redoxpotentiale 

Pos. Umstiinde, welche die Redoxpotentiale | Messenen =~ ittlerer Fehler des Mittelwertes 
differenzieren Knollen 


n M mn 


Parnassia, gesunde Knollen .. 327 Eh + 95,52 + 1,09 Millivolt 
= viruskranke Knollen 192 Eh + 61,46 + 0,83 
Erstling, gesunde Knollen ... 370 Eh + 74,95 + 0,62 
9 viruskranke Knollen 222 Eh 50,54 + 0,75 
Odenw. Blaue, gesunde Knollen Eh + 59,79 + 0,81 
” »  viruskranke 
Knollen 171 Eh+ 8,86 + 1,84 
Erstling, Herkunft A 
im Dezember gemessen ... . 100 Eh +- 53,75 
» Januar a ie 100 Eh + 52,10 
» Februar ~ wen 100 Eh + 53,50 


1,06 
1,21 
1,82 


HeE EH 


Erstling, Herkunft B 
im Dezember gemessen .... 100 Eh+ 44,30 
» Januar ‘i alee 100 Eh 37,45 
,, Februar a $n 100 Eh 33,00 


1,34 
1,22 
1,09 


H- H- H- 


Dir. Johanssen, Herkunft X 


im November gemessen ... Eh 96,55 
Dezember aes 7 Eh 96,17 
Januar nese Eh + 95,87 
Februar as } Eh + 85,59 
Marz er Eh + 73,56 
April . Eh + 70,63 


H- H- H- H- H- H- 


Dir. Johanssen, Herkunft Y 
im November gemessen ... 92 Eh + 75,38 
,», Dezember aren Eh 75,88 
» Januar ree : Eh 74,33 
» Februar oon Eh +- 62,82 
» Marz ic Eh + 63,27 
» April at Eh + 48,75 


1,14 
1,14 
1,41 
1,08 
1,67 
2,09 


t 


HEHEHE HEHEHE 


Gleichzeitig verteilte Sortengemische gleicher Zusammensetzung. 


Kiihl gelagerte Knollen.... 204 Eh + 79,00 + 1,99 Millivolt 
Warm * - aaen 204 Eh + 58,50 + 1,64 


” 


Parnassia. 
Kiihl gelagerte Knollen ... 49 Eh + 95,50 + 4,40 
Warm _,, mr Sata 46 Eh + 74,00 -+ 2,50 
Kihl 9 “ os 44 Eh +- 118,00 + 3,80 
Warm _se., rs ees 36 Eh +- 83,50 + 2,70 


Jubel. 


Kiihl gelagerte Knollen ... 86 Eh +- 134,00 + 
Warm = be ee 118 Eh + 114,00 + 


3,00 
1,80 
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kénnen, ebenso wie das Phosphation, dazu imstande sind!. In den 
speziellen Fallen der verarbeiteten Kartoffelknollen waren es Kérper, 
die sowohl ohne als auch mit dem gebundenen Eisen durch die starksten 
Membranen zu dialysieren vermochten. 


SchlieBlich stellte sich in weiteren Untersuchungen heraus, daf 
wahrscheinlich eine gegenliufige Beziehung zwischen dem Redoxpotential 
eines reinen Gewebebreies bzw. -preBsaftes und seinem Vermégen, Ferri- 
ionen zu binden, besteht. Je gréBer die Konzentration der Komplex- 
bildner ist, desto starker ist die Neigung zu negativeren Potentialen. 
Die Korrelationsgr6Be war noch nicht festzustellen. Es sind noch 
methodische Schwierigkeiten zu tiberwinden, die wesentlich darauf 
beruhen, daB einerseits die Ferrikomplexe sehr leicht von Mineralsiuren 
und Neutralsalzen angegriffen werden (lonenaustausch) und anderer- 
seits das Verhaltnis der aktiven, d. h. dissoziierten, Ferri- und Ferroionen 
im Eisenlésung-PreBsaftgemisch wie 10-5: 1 sein kann und im reinen 
PreBsaft bzw. Gewebebrei im Bereich von 10-9: 1 bis 10-1!2:1 an- 
genommen werden muB. Beim Umgang mit solchen GréBenordnungen 
der Konzentrationsverhaltnisse auBerst reaktionsfahiger Korper, wie 
es das Ferriion in diesem Verhaltnis zum Ferroion bei der Potential- 
bildung sein muB, ist der Ausdruck Reinheit noch kein Ma} des An- 
spruches fiir den erforderlichen Zustand der Chemikalien, Apparate 
und dergleichen mehr. 

Zu der oben beschriebenen Serie von Hinweisen gesellte sich noch 
folgender. AKlump (4), Friedrich (1, 2) und Friedrichs (3) hatten beob- 
achtet, daB die Redoxpotentiale der Gewebebreiaufschlammungen nach 
einer warmen Lagerung der Kartoffelknolle bedeutend negativer waren 
als nach einer kalten Lagerung. Friedrich (1,2) versuchte, die Be- 
ziehung dieser Anderung zu einer méglichen Anderung der Aciditat der 
Gewebebreie festzustellen. Er kam mit den Befunden, daB sich manchmal 
das Redoxpotential erheblich geandert haben konnte, ohne dab eine 
merkliche Anderung der Aciditat zu beobachten war und ein andermal 
eine geringe Acidititsinderung von einer sehr groBen Anderung des 
Redoxpotentials begleitet war, zu keiner endgiiltigen SchluBfolgerung. 
Es schien, als ob eine Aciditatsainderung in der Richtung zum Neutral- 
punkte eine Anderung der Redoxpotentiale nach negativeren Werten 
bewirken kénne. Es war aber andererseits nicht aus Erfahrungswissen 
zu erkliren, warum der Potentialsprung weit tiber das Ma® hinaus 
ging, welches der Potentialabhingigkeit wasserstoffisomerer Systeme 
von der Konzentration freier Wasserstoffionen eigen ist. 


' Th. B. Coolidge (1932) fand bei Hefe eine Komplexbindung des Eisens 
an EiweiSproteine, welche die Bestimmung des Redoxpotentials von Cyto- 
chrom stérte. 
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Ich stellte daraufhin Untersuchungen itiber die Aciditatsabhangig. 
keit der Redoxpotentiale unserer Gewebebreihalbelemente an. 


Die Methodik dieser Untersuchungen bestand im wesentlichen darin, 
da8B beim Anrichten der Halbelemente statt des destillierten Wassers stark 
verdiinnte Sauren, Laugen oder Salzlésungen als Dispersionsmittel der 
Aufschlammungen verwendet wurden. Die Anwendung der Elektrolyt- 
lésungen ist weder beziiglich der Elemente noch beziiglich der Konzen- 
trationen wahllos mdéglich, weil dabei auf den ungestérten Ablauf de: 
Melaninbildung Riicksicht genommen werden muB. Die Elektrolytlésungen 
diirfen nicht nachtraglich den schon gemessenen oder in der Messung be- 
findlichen Halbelementen zugesetzt werden, denn sobald die Messung 
begonnen hat, muB jede Bewegung der Fliissigkeit vermieden werden, 
was auch beim vorsichtigsten Unterschichten nicht regelmaBig gelingt. 
Versuche, Einrichtungen zu treffen, die ein nachtragliches Hinzufiigen 
von Elektrolytlésungen erlauben, haben bisher noch zu keinem befriedigenden 
Ergebnis gefiihrt. 

Eine Entséuerungswirkung an der Aufschlimmung des Gewebebrei- 
halbelementes darzustellen gelingt, wenn der Sprung des Aciditats- 
potentials nicht zu weit gewahlt wird, ohne Schwierigkeit. Sie hatte 
in unseren Versuchen eine Verainderung des Redoxpotentials nach 
negativeren Werten zur Folge, die, wie bei den Beobachtungen von 
Friedrich (1, 2), weit tiber das AusmaB hinausreichte, das fiir einwertige, 
wasserstoffisomere Systeme zu erwarten war. 


Die Versauerung des Mediums stieB zunachst auf Schwierigkeiten 


der Methodik. Der Saurezusatz konnte eine Hemmung der Melanin- 
bildung zur Folge haben. In vielen Fallen war die Hemmung zu ver- 
meiden, wenn man zwischen der Herstellung des Gewebebreies einerseits 
und seiner Aufschlammung andererseits etwas mehr Zeit als iiblich 
verstreichen lieB. Hierdurch kam die Melaninbildung in Gang und 
konnte einen Teil der Oxydationsprodukte der Tyrosinasewirkung, 
der ersten und besonders empfindlichen Stufe der Reaktionskette, 
bilden. Der weitere, weniger gehemmte Ablauf fiihrte dann zu einem 
hinreichenden Verschwinden der Oxydationskrafte. 

Eine zweite Schwierigkeit der Feststellung des Versauerungs- 
effektes ergab sich daraus, da die Saéurenatur an sich nicht von der 
spezifischen Wirkung des Saureanions zu trennen war. Daf hierauf 
Riicksicht genommen werden muBte, geht aus folgendem hervor. 

Es waren Versuche angesetzt worden, bei denen wir als Auf- 
schlammungsmittel statt destillierten Wassers verdiinnte Neutralsalz- 
lésungen (2 Teile n/10- bis n/100-Lésungen plus 1 Teil Gewebebrei) 
nahmen. Dabei konnte sich eine schwache Versauerung einstellen, was 
auf einen Kationenaustausch schlieBen 1iBt. Die Versauerung war 
weder regelmaBig noch in allen gegebenen Fallen mit gleichem Ausmai 
zu beobachten. Dies ist zu verstehen, denn die Gewebebreiaufschlam- 
mungen und PreBsafte sind unterschiedlich gepuffert. Ferner ist die 
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Versauerung auch davon abhangig, ob das Saureanion mit dem aus- 
getauschten Kation eine schwachdissoziierende oder starkdissoziierende 
Bindung eingeht. Wir kénnen also lediglich die Méglichkeit des Ver- 
sauerns als Kennzeichen des Kationenaustausches annehmen, sind 
aber nicht in der Lage, ein GréBenverhaltnis der Versauerung und der 
Anderung des Redoxpotentials festzustellen. 


Ob der Kationenaustausch eine sehr schwache oder eine etwas 
starkere Versauerung zur Folge hatte, in allen Fallen konnten Chloride, 
Bromide, Nitrate und Sulfate das Redoxpotential der Gewebebrei- 
aufschlammungen um das Vielfache desjenigen Potentialsprunges nach 
positiveren Werten erhéhen, der unter Annahme wasserstoffisomerer 
Systeme auf Grund einer Konzentrationserhdhung der Wasserstoff- 
ionen zu erwarten war. 

Ahnliche  ,,MiBverhaltnisse’S zwischen Aciditatsinderung und der 
Anderung des Redoxpotentials kann man sonst nur bei der Mineralsaure- 
titration von Ferri-Ferro-Verbindungen beobachten, deren Ferrianteil im 
Gegensatz zum Ferroanteil schwach dissoziiert ist. Eine Ferri-Ferro- 
Oxalatlésung reagiert an sich stark sauer, so daB ihre Aciditat in der Folge 
des Zusatzes von Mineralsaéure nicht erheblich geandert wird; aber eine 
Anderung des Aciditatspotentials im Ausma8 von 13 Millivolt, die durch 
Zusatz von HCl verursacht war, veranderte in einem Modellversuch das 
Redoxpotential um 171 Millivolt nach einem positiveren Wert. Neutral- 
salze erzielten diese Wirkung bei Eisenoxalaten nicht, was auch nicht 
zu erwarten war. 

Die Versauerung der Gewebebreiaufschlammungen durch Zusatz 
eines Neutralsalzes ist nur dann méglich, wenn das Kation des Neutral- 
salzes gegen das Kation einer schwacheren Base ausgetauscht wird, 
d.h. an Stelle des Kations der schwachen Base in eine schwach disso- 
ziierende Bindung geht. Ist der Beweis zu bringen, da dieser Austausch 
Eisenionen betrifft, dann haben wir einesteils die Erklarung fiir die 
Neutralsalzwirkung und anderenteils einen Hinweis dafiir, daB das 
, physiologische Redoxpotential’: der Gewebebreiaufschlammungen und 
PreBsifte von Pflanzenteilen durch die Dissoziationsverhaltnisse der 
Eisenverbindungen gesteuert wird. Wir haben dann auch eine Er- 
klarung fiir die Erscheinung, daB eine geringe Veranderung der Aciditat 
in der Richtung zum Neutralwert von einem verhaltnismabig groBen 
Potentialsprung des Redoxpotentials begleitet sein kann. Fiir die Beweis- 
fiihrung stand folgender Weg offen: Wenn das Neutralsalz KCl, Kalium- 
ionen gegen das Ferriion austauscht und das stark dissoziierende Ferri- 
chlorid das Potential erhéht, dann muB ein anderes Salz eine Erniedrigung 
des Redoxpotentials nach negativeren Werten bewirken, wenn sein 
Anion eine schwach dissoziierende Ferriverbindung gibt. 


In der Tat erniedrigt ein der Neutralsalzlésung aquimolarer 
Phosphat puffer, dessen H-Ionenkonzentration mit derjenigen der Ge- 
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webebreiaufschlammung tibereinstimmt, das Redoxpotential erheblich 
nach negativerem Wert. Dies ist aber noch kein endgiiltiger Beweis, 
denn von den Phosphaten sind schlieBlich noch andere Wirkungen, 
wie z. B. die Beteiligung an der Aktivierung von Reduktionskraften 
der Zucker, zu erwarten. Kaliumcyanid eignet sich nicht zu dem Versuch, 
weil es nicht allein Eisen-, sondern auch Kupferkomplexe schlieBt und 
dadurch die Melaninbildung unterbricht. Aber das Fluorid zeigte sich 
als vorziigliches Beweismittel. Obgleich die Melaninbildung vom Eisen 
nicht unbeeinfluBt bleibt, so gentigt doch die Aktivitét des Kupfers, 
um sie im Gang zu halten. Das Fluoridion ist diesbeziiglich ein spezifi. 
scher Ferrikomplexbildner, bei dessen Anwesenheit das Cupriion aktiy 
bleibt. 

Teilt man einen Gewebebrei in drei Teile, schlammt den ersten 
Teil mit Wasser, den zweiten Teil mit n/10 Natriumchlorid und den 
dritten Teil mit n/10 Natriumfluorid auf, dann erhalt man drei Halb- 
elemente, von denen die Wasseraufschlimmung das bei Kartoffel- 
gewebebreiaufschlammungen tibliche Potential hat. Das Redoxpotential! 
der Chloridaufschlammung liegt bei 10 bis 15 Millivolt h6herem Aciditats- 
potential etwa 30 bis 40 Millivolt héher als das der Wasseraufschlammung. 
Die Fluoridaufschlammung hat aber bei kaum merklicher Versauerung 
gegen die Wasseraufschlammung bis 150 Millivolt Differenz, wobei 
das Redoxpotential der Fluoridaufschlammung negativer liegt. 


Mit den oben beschriebenen Beobachtungen ist ein Hinweis ge- 
geben, da das Energieniveau der ,,physiologischen Redoxpotentiale’’ 
von der Dissoziation der Ferriverbindungen gesteuert wird. Das meBbare 
Potential scheint von der Konzentration des Anionenkérpers derart 
abhangig zu sein, da mit einer Konzentrationserhéhung die Dissoziation 
der Ferriverbindung zuriickgeht. Es ist ferner in einer Art von der 
Aciditat der Gewebelésung abhangig, die auch darauf hinweist, dal 
die Oxydophase des weit unter sein Normalpotential reduzierten Eisen- 
systems mit ihrer Variation das Energieniveau hebt und senkt. Die 
Aciditatsabhangigkeit sagt nicht, da das ,,physiologische Redox- 
potential’ eine Funktion der Aciditait sei. Die Saurewirkung ist davon 
abhangig, ob das Anion der Saure mit dem Ferriion eine stark assoziierte 
oder eine stark dissoziierende Bindung eingeht. Die physiologische 
Anreicherung einer organischen Saure, wie z. B. der Oxalsdure, mul} 
trotz der Versauerung zu einem negativeren Redoxpotential fiihren. 
Dagegen kann eine Nitrat- oder Chloridanhaufung, ohne daB sie vielleicht 
die Aciditét wesentlich zu andern vermag, eine Erhéhung des Redox- 
potentials bewirken. 


Uber allen Beobachtungen steht die Frage unbeantwortet: Wie ist 
es méglich, daB die Spuren Eisenverbindungen das Energieniveau 
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beherrschen ? Enthalt der Gewebebrei nicht viel konzentrationsreichere 
Redoxsysteme, die beziiglich der Potentialbildung bedeutungsvoller 
sein kénnen? Dem ist entgegenzuhalten, daB die steuernde Wirkung 
der Eisenverbindungen nur dann in Erscheinung tritt, wenn die Gewebe- 
breiaufschlimmung schwach beschwert ist, wenn also die Oxydations- 
krafte der Oxydophasen auf dem _ beschriebenen Wege inaktiviert 
worden sind. Im Zustand der starken Reduktion sind die Redoxsysteme, 
die durch Isolierung bekannt geworden sind, in der Pflanzensubstanz 
offenbar nicht bedeutungsvoll. Vielleicht spielt in diesem Zustand der 
aktivste Energietibertrager, der die Oxydationskrafte in irreversible 
Bindungen festzulegen vermag, die beherrschende Rolle. 


Uber allen Beobachtungen steht auch noch eine zweite Frage 
unbeantwortet: Wie weit entspricht das, was an Gewebebreiaufschlim- 
mungen beobachtet werden konnte, den Verhaltnissen in der lebenden 
Zelle? Erst wenn diese Frage beantwortet werden kann, diirfen wir 
vom ,,physiologischen Redoxpotential’’ sprechen. Es gibt Anhalts- 


rs : ey ‘ : 
punkte fiir die Ubertragung der an den Gewebebreien gewonnenen 


Anschauungen. Bis zum Beweis ist noch ein weiter Weg, der aber nicht 
der Richtung folgt, die Michaelis mit dem Satz zeigte, den ich bei der 
Einleitung meines Themas zitierte. 


Zusammenfassung. 


Beim Zerreiben der Pflanzensubstanz (Kartoffelknolle) entstehen 
durch Oxydationsprozesse starkbeschwerte Redoxsysteme, die dem 
Gewebebrei ein verhaltnismaBig hohes Potential geben. In der Gewebe- 
breiaufschlammung beginnt die Pflanzensubstanz die Oxydationskrafte, 
welche dem Luftsauerstoff entstammen, zu inaktivieren (Melanin- 
bildung). Dabei driftet das Redoxpotential in Gebiete negativerer Werte 
und verliert die Beschwerung. Die Drift nahert sich asymptotisch 
einem charakteristischen Endwert, dessen Lage in vielen Fallen durch 
eine mehrstiindige Potentialkonstanz angezeigt wird. Sortencharakter, 
Herkunfts- und Ernahrungsgeschichte, Virusbefall und Gesundheits- 
zustand sowie Lagerungsbehandlung der Knollen variieren das Potential- 
niveau im Rahmen des Schwankungsbereiches Eh + 130 Millivolt bis 
Eh — 0 Millivolt (bei durchschnittlich py 6).  Hierbei entscheiden 
nicht etwa die Beschwerungen der Normalpotentiale irgendwelcher 
Redoxsysteme, sondern die Dissoziation der Ferriverbindungen, des 
stark unter sein Normalpotential hinunter reduzierten Eisens, tiber die 
Potentialeinstellung. Das Verhaltnis der aktiven Ferri- und Ferro- 
ionen ,,steuert das physiologische Redoxpotential’*. Die Konzentration 
von Stoffen, welche einen Ferrikomplex bilden kénnen und die Konzen- 
tration von Anionen, die beim Austausch der Kationen eine stark 
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dissoziierende Ferriverbindung ergeben, entscheiden die Héhe des 
Potentials. Die Aciditaétsabhangigkeit ist deshalb im Richtungssinn 
nicht eindeutig, sondern von der Art des Saéureanions abhangig. Der 
Potentialsprung der Aciditétsabhangigkeit kann um das Vielfache 
groBer sein als die Abhangigkeit wasserstoffisomerer Systeme von der 


Zahl de ‘asserstoffionen. 
Zahl der W rstoff 
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Uber den EintluB 
der Temperatur auf die Permeabilitit der Zellen 
von Tolypellopsis stelligera. 


(Vorlaufige Mitteilung. ) 
Von 
Veijo Wartiovaara. 
(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Helsinki.) 


(Eingegangen am 13. Juli 1939.) 


Die Abhangigkeit der Anelektrolytpermeabilitét von der Tem- 
peratur ist einigermaBen systematisch bisher nur bei den roten Blut- 
kérperchen (Jacobs, Glassman und Parpart 1935) und bei den Eiern 
von Arbacia (Stewart und Jacobs 1932) untersucht worden. Ent- 
sprechende Untersuchungen an pflanzlichen Zellen sind nicht ver- 
6ffentlicht worden, nur vereinzelte Angaben tiber mit einer oder ganz 
wenigen Substanzen ausgefiihrte Versuche. Das Studium der Tem- 
peraturabhangigkeit der Permeation mehrerer in bezug auf ihr Per- 
meationsvermégen, ihre Lipoidléslichkeit sowie ihre MolekilgréBe 
méglichst verschiedenartiger Anelektrolyte durch das __ pflanzliche 
Protoplasma erschien daher wiinschenswert. 

Bei meinen Versuchen habe ich mich der Internodialzellen von 
Tolypellopsis stelligera (Characeae) bedient, die sich fiir diesen Zweck 
am geeignetsten erwiesen. Bei der Mehrzahl der Versuche, die mittels 
eines besonders konstruierten Apparates stattfanden, wurden die 
Zellen zuerst eine Zeitlang mit einer hypotonischen Lésung der be- 
treffenden Substanz behandelt. Die in die Zellen eingedrungene Sub- 
stanz lie3 man wieder in reines Wasser auspermeieren. Das Wasser 
wurde regelmaBig erneuert und sein Gehalt an organischer Substanz 
mikrochemisch bestimmt. Die Temperatur konnte wahrend des Versuchs 
beliebig geindert werden, wobei die Analysenergebnisse ein treues Bild 
von dem Verlauf der Permeation bei verschiedenen Temperaturen er- 
gaben. Die Genauigkeit war sehr befriedigend sowohl bei rasch als auch 
bei maBig langsam permeierenden Stoffen. Der gréBte Vorteil dieses 
Verfahrens liegt jedoch darin, daB sich dabei die durch die individuellen 
Verschiedenheiten der Zellen bedingten Fehler eliminieren lassen, da 
man, wenn die Zellen nicht geschadigt werden, mehrere aufeinander- 
folgende Bestimmungen mit denselben Zellen bei verschiedenen Tem- 
peraturen ausfiihren kann. 

Die Permeation der langsamer permeierenden Stoffe (Harnstoff 
Glycerin, Hexamethylentetramin) verfolgte ich mit Hilfe mikrochemi- 
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scher Analysen isolierter Zellsaftproben. Mit einigen Stoffen nach beiden 
Verfahren vorgenommene vergleichende Versuche ergaben  iiberein 
stimmende Resultate. Die nach den verschiedenen Methoden erzielten 


Resultate sind also untereinander vergleichbar. 
Die Hauptresultate der bisher ausgefiihrten Untersuchungen sind 


folyende: 

1. Die durch eine Temperaturainderung verursachte Veranderung 
der Permeabilitat erfolgt momentan, d.h. sie fand gleichzeitig mit dem 
héchstens 1 Minute beanspruchenden Temperaturausgleich statt. 

2. Der Temperaturkoeffizient (Qj ) der Durchtrittsgeschwindigkeit 
eines gegebenen Stoffes war bei verschiedenen Temperaturintervallen 
zwischen 0 und 36°C nahezu gleich. Die gréBten beobachteten Unter- 
schiede tiberschreiten nicht 20 °,. 

3. Der Temperaturkoeffizient liegt bei saimtlichen untersuchten 
Stoffen auffallend hoch, zwischen etwa 3,5 und 6, in einzelnen Fallen 
vielleicht noch héher (bis 10). 

4. Der Temperaturkoeffizient ist von der MolekiilgréBe deutlich 
abhaingig. Diejenigen Stoffe, deren Molrefraktion (MR,) unter 20 
liegt, zeigen auch die niedrigsten (), -Werte. 

5. Die Temperaturkoeffizienten zeigen keine direkten Beziehungen 
zu der relativen Atherléslichkeit oder dem Permeiervermégen der 
betreffenden Substanz. 

Tabelle I. 





Verteilungs- 
Permeations- koeffizient ! 
konstante Ather 


em/ Std. bei Wasser 


Harnstoff 
Athylenglykol 
Urethylan 

Glycerin 
Tetraaéthvlenglykol 
Trimethylcitrat 

2, 3-Butylenglykol 


2,55 + 0,22 
2,72 + 0,02 
3,03 + 0,16 
3,52 + 0,19 
4,94 + 0,14 
6,33 + 0,14 
5,87 + 0,05 


20°C 


0,000 85 
0,011 
0,76 
0,000 12 
0,000 38 
0,080 
0,018 


bei 20°C 


0,000 47 

0,004 8 

0,14 

0,000 74 

0,002 4 47,1 
0,43 50.3 
0,029 23,7 





Hexamethylentetramin 8,90 + 1,05 0,000 51 0,000 26 38,8 

' Nach Collander u. Béarlund, beim Tetraathylenglykol nach den 
Bestimmungen von Herrn H. Strém, beim Athylen- sowie beim Butylen- 
glykol nach eigener Bestimmung. 


Die iiberraschend hohen Temperaturkoeffizienten der  grol- 
molekularen, aber rasch permeierenden Stoffe lassen sich offenbar nicht 
auf Grund der von Danielli und Davson (1935) aufgestellten Theorie 
erklaren, nach welcher bei diesen, wie bei leichtpermeierenden Stoffen 
tiberhaupt, die niedrigsten Temperaturkoeffizienten zu erwarten waren. 
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Die bisherigen Versuchsergebnisse reichen nicht aus, um fiir die beob- 
achteten groBen Temperaturkoeffizienten eine einigermaben sichere 
Erklarung zu geben. Vielleicht lassen sie sich auf die Zusammenwirkung 
mehrerer voneinander unabhangiger, besonders die Permeation der 
groBmolekularen Stoffe beeintrachtigender Faktoren zuriickfiihren. Als 
solche Faktoren sind denkbar z. B. eine erhéhte Viskositat der Plasma- 
hautlipoide und eine Verminderung der fiir die Permeation zur Ver- 
fiigung stehenden Lipoidflache durch Verdichtung irgendeines Molekiil- 
siebes bei niederer Temperatur. 
Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 
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Berichtigungen. 
Zu A. Rotsch. Uber die Wirksamkeit der Maltase des Weizen- und 
Roggenmehles !, 


8. 428, Zeile 1 von oben statt ,,6stiindigen Abstehens bei Weizen 
auf etwa 0.01%, bei Roggenmeh! .. .‘ 


lies: ,,6stiindigen Abstehens bei Weizen auf 0,74 bis 0,93°%, bei 
Roggenmehl . . .* 


1 Diese Zeitschr. 801, 428, 1939. 


r sa me ° 
Zu Curt Oehme, Uber den sog. ,,Grundumsatz‘:. I. Mitteilung: 
,,Grundumsatz‘‘ und Aminosauren !. 


S. 37, Zeile 9 und Zeile 13 von unten 


statt: ,,Kalorien pro Stunde und Tier‘ 
lies: ,,Kalorien pro Stunde und 100 g Tier“. 


1 Diese Zeitschr. 802, 12, 1939. 





